Soluzione di retinoidi in vitamina E nella multiterapia biologica del Metodo Di Bella

Premessa

I componenti della Soluzione di vitamine liposolubili MDB sono I’estere Palmitato della vitamina
A, il Betacarotene e I'Acido Tutto Trans Retinoico( ATRA), I’estere acetato dell’ Alfatocoferolo
formidabili esoergoni usati nella quantita dell'ordine di frazioni di milligrammi.

Le quantita e i rapporti hanno valore determinante per dare un risultato farmacologico e non creare
fenomeni di tossicita. Essi regolano 1’omeostasi antinfettiva, antidegenerativa, antitumorale e
stabilizzano i potenziali di membrana cellulare.

La vit. E e il Betacarotene oltre che salvaguardare la membrana cellulare esercitano un’azione di
difesa antiossidante. La composizione ¢ studiata in modo tale da non arrivare mai, alle dosi
prescritte, a un accumulo, né a tossicita.

Nel suo insieme la soluzione e importante per eliminare i radicali liberi, ridurne gli effetti tossici ,e
le alterazioni della microcircolazione. Gli stati infiammatori indotti dai radicali liberi, possono
causare danni a vari tessuti e organi, tra cui I’apparato respiratorio, con produzione a lungo andare
di focolai, di alterazioni del tensioattivo polmonare e delle capacita elastiche polmonari, di
enfisema, e alterata risposta ai batteri, di complessi immunitari, e formazione di coaguli intravasali.
L’eliminazione dei radicali liberi unitamente all’effetto epitelioprotettivo e immunostimolante dei
retinoidi solubilizzati in vitamina E, porta alla riperfusione di organi ischemici e al miglioramento
del trofismo e della funzionalita di organi e tessuti.

RICETTA
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TECNOLOGIA

Premessa

Le materie prime da impiegare devono avere la massima purezza ed essere conservate alla
temperatura richiesta. La loro conservazione dopo la prima apertura del contenitore comporta
I'immissione di gas inerte (es. azoto) e I'osservanza di quanto prescritto dal produttore e dalle
farmacopee.

L’ATRA e il Beta-carotene sono allo stato solido, mentre la Vitamina A Palmitato (a temperatura
ambiente) e I'alfa Tocoferile acetato sono liquidi e molto viscosi. E' possibile mescolarli tra loro per
ottenere una dispersione a livello molecolare. La soluzione puo essere allestita mediante agitazione
non turbolenta. E' necessario un sistema di agitazione con controller di temperatura efficiente, da
scegliere in funzione dell'entita dei lotti di medicamento da preparare. Le metodiche di preparazione
differiscono leggermente secondo le apparecchiature impiegate pur rimanendo simili nei principi
generali. Si puo usare I'acetone anidro o preferibilmente I'alcool etilico come coadiuvanti della
solubilizzazione dell'acido retinico e del beta-carotene. In tal caso bisogna operare in modo che i
solventi organici vengano poi completamente eliminati sotto flusso di azoto

AZOTO

In tutti i casi, sia s’impieghi I’acetone Sia 1’alcol, & necessario I' azoto per eliminarli alla fine della
lavorazione. Le bombole di azoto farmaceutico purissimo possono essere acquistate presso
rivenditori di ossigeno terapeutico e/o di altre sostanze gassose. L'azoto contenuto in tali bombole si
trova alla pressione di 200 atmosfere; per I'impiego € pertanto necessario collegare alla bombola un
riduttore di flusso munito di due manometri (per la misura della pressione nella bombola in entrata e
in uscita). Il flusso in uscita € variato mediante una regolazione fine presente sul riduttore.
All’ugello si collega un tubo che portera in linea un filtro a setto poroso. Lo scopo del filtro é di
trattenere le impurezze metalliche derivanti dalle pareti della bombola, che la corrente di gas
potrebbe trascinare: tali impurezze sarebbero un potente catalizzatore di ossidazione, quindi
sarebbero deleterie per la stabilita del prodotto.

Si tenga presente che le sostanze, con esclusione della vitamina E acetato, sono sensibili:

1) alla luce

2) all'aria (alterazioni ossidative)

3) a determinate temperature

LUCE

Particolare cura deve essere posta nell'evitare I'esposizione delle sostanze alla luce solare diretta
attinica (luce con radiazioni nello spettro dell'ultravioletto). Si operi usando recipienti opachi alla
luce e in spazi alla luce rossa.

ARIA

I componenti sono tutti sensibili all'ossidazione da parte dell"ossigeno atmosferico: il componente
piu sensibile é sicuramente il Beta-carotene, data la presenza di un esteso sistema pi-greco, che
conferisce anche il tipico colore rosso mattone. Dal momento che il tocoferolo agisce come radical
scavenger, é in grado di catturare I'ossigeno dell'aria, formando un legame labile con gli elettroni
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spaiati della molecola di ossigeno in parte proteggendo dall'ossidazione il Beta-carotene: &
comunque possibile operare in modo tale da evitare anche questo legame. Allo scopo si sfrutta la
maggiore solubilita nei lipidi dell'azoto rispetto all'ossigeno, saturando con esso il tocoferolo prima
dell'aggiunta del Beta-carotene e degli altri retinoidi.

TEMPERATURA

E' da notare che in assenza di ossidanti la resistenza alla degradazione termica delle sostanze é
relativamente buona ed & comungue in funzione del tempo di lavorazione. Si consiglia di non
superare nella lavorazione la temperatura di 40°.

Metodo di allestimento D.L. 16-06-98 n.186, g.u. 17-06-98 n.139.

Preparazione di 1000 gr di soluzione di retinoidi con solvente organico (acetone o alcool etilico
95°). Il preparatore deve lavorare sotto cappa con guanti, mascherina e occhiali, a temperatura
ambiente.

1° fase

Si pesano gr 0,5 gr di acido trans-retinoico, che deve essere ridotto in polvere FINISSIMA, e si
sciolgono in un mortaio aggiungendo a GOCCE il solvente organico; sempre in mortaio si
sciolgono 2 gr di Beta-carotene in solvente organico. (N.B. le polveri rimanenti devono essere
conservate AL FREDDO e sotto azoto).

2° fase

Le polveri disciolte si versano nel miscelatore e s’inizia a inserire lentamente e sotto agitazione la
vitamina E fino a 100 cc circa. Gorgogliare I'azoto a medio flusso fino ad eliminazione del solvente
organico.

3° fase

Portare gradualmente e lentamente la temperatura fino a 40° +/- 2°C sotto agitazione continua.
Lasciare raffreddare per 15-20 minuti e versare lentamente sotto agitazione altri 100 cc di vitamina
E; aumentare leggermente la velocita di agitazione per circa 10 minuti.

4° fase

Aggiungere 0,5 gr a gocce di axeroftolo palmitato e continuare ad agitare per 10 minuti; versare
altri 100 cc di vitamina E mantenendo la velocita di agitazione bassissima per almeno 15 minuti;
ripetere questa operazione fino a 1000 gr di vitamina E. Chiudere ermeticamente il miscelatore e
lasciare lavorare per almeno 6 ore.

5° fase

Aprire il rubinetto, riempire le bottiglie di vetro scuro e chiuderle immediatamente; conservare al
riparo dalle fonti di luce e calore. (Se il consumo non e immediato, immettere corrente di azoto
prima di chiudere).



MATERIALI

Cappa chimica.

Luce rossa.

Miscelatore per liquidi ad alta viscosita con controller di temperatura.
Micronizzatore dell’ Acido retinoico.

Bombola di azoto da 5 mc, 200 bar, con sistema di flussaggio.
Filtro da gas (Millipore) da 0,22 micron.

Contenitore inox.

Bottiglie di vetro scuro.

ANALISI

La soluzione di retinoidi in tocoferolo deve presentarsi LIMPIDA, di colore rosso mattone scuro,
viscosa, inodore, insapore. Il criterio di giudizio, piu semplice e diretto € la trasparenza, infatti, le
soluzioni vere sono otticamente vuote e non si ha evidenza di effetto Tyndall com'e invece normale
nelle forme solubilizzate.

Assenza di acetone o alcol.

Verifica della omogeneita di dispersione della vitamina A, Beta- carotene. Acido retinoico nella
vitamina E (titoli).

Verifica della eventuale presenza di composti di alterazione formatisi durante l'allestimento.
Stabilita nel tempo.

CONSERVAZIONE

La conservazione del prodotto finito pud avvenire a temperatura ambiente in flaconi di vetro scuro.
Per una migliore conservazione é preferibile confezionare i flaconi insufflandovi azoto.

POSOLOGIA-ETICHETTATURA

Se ne consiglia I'assunzione al mattino a digiuno alla quantita riferita alla vitamina E (che
rappresenta da sola il 997*1000) da 90 a 150 mg per Kg di peso corporeo. Si consiglia di non
ingerire assieme alla miscela sostanze acide (es. limoni) per non alterarne I'assorbimento e l'attivita.
Ancora si consiglia di non assumerla con cucchiai di metallo per evitarne I'ossidazione. Le bottiglie
di vetro scuro vanno correttamente etichettate.

E’ necessario mediante curve di titolazione e analisi con HPLC controllare la stabilita
della soluzione, accertare ’eventuale presenza di molecole indesiderate come I’Ac Cis
Retinoico e verificare I’eliminazione del solvente organico.



RETINOIDI

La soluzione di retinoidi in vitamina E e stata formulata dal Prof Luigi Di Bella su basi biologiche,
biochimiche, farmacologiche e fisiologiche, messa a punto e perfezionata nel corso di anni, con
vaste indicazioni cliniche prevalentemente per la prevenzione e la terapia delle neoplasie, ma anche
in funzione antidegenerativa, antinfettiva e trofica. Il documentato ruolo primario dei retinoidi in
sinergismo e interazione con la vitamina E nelle reazioni vitali, nel trofismo e funzionalita di organi
e tessuti, nell’omeostasi antitumorale, immunoneuroendocrina e antidegenerativa, spiega la
razionalita e la logica delle vaste indicazioni, in assenza di tossicita della formulazione di questa
soluzione. Per comprendere 1’enorme valenza dei retinoidi nell’ambito dell’economia biologica,
basta considerare che essi forniscono 1’alto costo energetico sia della crescita, che dell’ordine
fisiologico della crescita stessa, concorrendo all’omeostasi antitumorale. La crescita della sostanza
vivente comporta un altissimo dispendio energetico, ma 1’ordine fisiologico della crescita comporta
un pari, ed ugualmente elevato, fabbisogno di energia. | retinoidi sono i pit potenti attivatori, non
ormonali, unicamente della crescita ordinata, funzionale e finalizzata all’equilibrio biologico
ottimale, mentre allo stesso tempo inibiscono decisamente ’afinalistica e disordinata crescita
neoplastica, avviando la cellula tumorale all’apoptosi. Insieme alla Melatonina sono le uniche
molecole a tossicita differenziale con effetto citostatico unicamente sulle cellule tumorali, e non
sulle sane. | Retinoidi hanno pertanto la capacita di preservare ed esaltare il trofismo, la vitalita e
I’efficienza delle cellule sane nello stesso momento in cui deprimono la progressione, la vitalita e la
spiccata attitudine mutagena del fenotipo neoplastico. 1l tumore & deviazione dalla vita normale, per
cui occorre riportare le reazioni deviate verso la norma, attraverso il potenziamento di tutti quei
mezzi che la Fisiologia considera essenziali per la vita. | retinoidi intervengono sui due aspetti
critici della biologia neoplastica: la proliferazione incontrollata e la sequenza di mutazioni,
denominatori comuni di tutti i tumori. Con le proprieta citostatiche essi contrastano la proliferazione
neoplastica, con quelle differenzianti la progressione di mutazioni con cui il fenotipo neoplastico
nella sua evoluzione seleziona e trattiene una serie di vantaggi, acquisendo progressivamente
sempre maggior aggressivita, resistenza, mobilita e tossicita. E* ormai immensa la letteratura
mondiale a conferma delle molteplici e determinanti proprieta terapeutiche, dell’ Axeroftolo,
dell’Acido Retinoico e del Betacarotene. (Sommer A, Vyas KS 2012, Alizadeh F, et al., 2014,
Brun PJ et al., 2013, Alvarez R,et al., 2014, Angulo-Molina A et al., 2014, Das BC et al., 2014,
Israel L, et al., 1980, McLaren DS et al.,2012, Papadimitrakopoulou VA, et al., 2009, Prasad KN, et
al., 2003) (Chen MC, et al., 2014, Carratu MR, et al., 2012, Alizadeh F, et al., 2014, Israel L, et al.,
1980, Ling MT et al., 2012, Mettlin C. et al., 1984, Nesaretnam K., et al., 2008, Smith MA, et al.,
1992, Zhang X et al., 2011, Barroga EF et al., 2000, Black HS, 2010, Franke et al., 2013).

Gia nel 1985 le linee essenziali del meccanismo d’azione dei retinoidi nella crescita e riparazione
dei tessuti e proliferazione erano descritti nel 113° volume della Ciba Foundation Symposia (Ciba
Foundation Symposia, 1985).

Con la Soluzione MDB in sinergismo con altri componenti del Metodo quali vitamina D3,C, e
Melatonina, si interviene sulle condizioni biologiche, in modo da creare un ambiente non
farmacologicamente tossico, ma biochimicamente sfavorevole alla biologia neoplastica, incidendo
negativamente di volta in volta su una o piu delle reazioni che si svolgono nell’evoluzione tumorale
e attivando contemporaneamente quelle reazioni che intervengono nei processi di guarigione.
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Malgrado le evidenze scientifiche, nei rari casi in cui i protocolli oncologici prevedono 1’impiego
dell’Ac. retinoico (unico tra i retinoidi usato, e limitatamente a leucemie promielocitiche), per la
labilita e facile ossidabilita (comune a tutti i retinoidi), la sua efficacia & limitata dall’assenza delle
funzioni protettive e antiossidanti degli alti dosaggi di Vitamina E e del Beta carotene presenti nella
Soluzione MDB. Si puo ipotizzare, con buona approssimazione, considerando i casi trattati dal Prof
Di Bella, dagli allievi e dai medici che prescrivono la soluzione, che almeno 50.000 persone dalla
fine degli anni 60 a oggi abbia assunto, senza tossicita e con utilita, questa soluzione. Con la
Soluzione MDB in sinergismo con altri componenti del Metodo quali vitamina D3,C, e Melatonina,
si interviene sulle condizioni biologiche, in modo da creare un ambiente non farmacologicamente
tossico, ma biochimicamente sfavorevole alla biologia neoplastica, incidendo negativamente di
volta in volta su una o piu delle reazioni che si svolgono nell’evoluzione tumorale e attivando
contemporaneamente quelle reazioni che intervengono nei processi di guarigione. In letteratura
sono riportate numerose pubblicazioni, relative complessivamente a 754 casi di varie patologie
neoplastiche, tra cui studi osservazionali retrospettivi su NSCLC, malattie linfoprolifetative,
carcinomi cervico facciali, carcinomi della mammella, carcinomi prostatici, ecc. Tutti questi studi
documentano il positivo effetto antitumorale in assenza di tossicita di questa soluzione vitaminica,
in sinergismo con gli altri componenti del MDB, come Melatonina, inibitori prolattinici,
somatostatina, Vitamine D3 e C (Todisco, et al., 2001, Todisco, et al., 2009, Norsa et al,. 2006,
Norsa et al,. 2007, Di Bella L,. 1979, Di Bella L,. 1998, Di Bella G, 2005, Di Bella L, 2006, Di
Bella G., 2010, Di Bella G, 2011,Di Bella G, Colori B, Mascia F. 2012, Di Bella G, Colori B.,
2012, Di Bella G, Mascia, Ricchi, 2013, Di Bella G,Mascia, Colori, 2013, Di Bella G, Mascia F,
Gualano L, Di Bella L, 2013, Margheri M.et al., 2012).

Il termine retinoidi comprende la vit. A o Retinolo, che chimicamente é un alcol primario, le
provitamine A (circa una decina), tra cui i Carotenoidi, i derivati della vit. A, come I'Acido
Retinoico, I'aldeide detta Retinene, componente essenziale delle porpora visiva dei bastoncelli,
fotorecettori retinici, essenziali per la visione, processo che comporta un continuo richiamo di vit. A
dal sangue alla retina, studiato da Wald (Wald, 1960).

I retinoidi sono associati da comune destino metabolico, se pure con peculiarita specifiche e
differente grado di attivita. Hanno in comune elementi chimici strutturali come I'anello betaiononico
e i quattro legami insaturi nella catena laterale. Differiscono per la funzione chimica terminale che
si lega all'ultimo atomo di carbonio della catena laterale. La formula di struttura dei retinoidi ,che
sono chimicamente degli idrocarburi, consente d'intuirne la labilita e facile ossidabilita (Alvarez
R.etal., 2014, Das BC, et al., 2014, Eroglu A, et al., 2013). Per questo, per stabilizzarli, evitarne
I’ossidazione, esaltarne I’attivita, la biodisponibilita ed emivita, nella soluzione vitaminica M.D.B. i
retinoidi sono solubilizzati in alte dosi di vit. E che, oltre ad essere dotata a sua volta di
documentati e diversificati meccanismi antitumorali, ne preserva le proprieta farmacologiche e
terapeutiche. A livello intestinale la vit. A € assorbita chimicamente coniugata con sostanze che la
rendono piu stabile, come I'ac. Palmitico; (Vilanova N et a., 2015) per questo, nella soluzione
MDB, la Vitamina A é presente sotto forma di estere palmitico (Reboul E, 2013, Takahashi N, et
al., 1997, Vilanova N et a., 2015). L’ assorbimento dei retinoidi ¢ facilitato da lipidi ed acidi biliari.
Attraverso le vie linfatiche gli esteri dei retinoidi si concentrano rapidamente soprattutto nel fegato,
che ne contiene fino al 90%, da cui vengono mobilizzati per il fabbisogno e\o eliminati attraverso
gli acidi biliari. 1l fegato ha un ruolo dominante nel metabolismo della vit. A, che con i retinoidi,
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svolge un ruolo fondamentale sia nella prevenzione che nella terapia dei tumori e tende, inoltre, a
limitare le conseguenze indotte dal tumore e quelle indotte dalle terapie usuali antitumorali. Nel
fegato umano sono state riscontrate concentrazioni di vit. A fino a 100-300mg per Kg. Attraverso il
sangue la vit. A viene veicolata da complessi proteici, cui si associano una frazione prealbuminica e
la Tiroxina. Queste sostanze sono vitali per il suo trasporto e diffusione fino agli organuli cellulari
come i Mitocondri, il Reticolo del Golgi e il nucleo cellulare. Risultano pertanto essenziali per
veicolare e utilizzare la vit. A, I'equilibrio sieroproteico, tiroideo ed ipofisario. La concentrazione
ematica di vit. A puo aumentare per apporto alimentare o per lipolisi tissutale da rapido
dimagramento, ma nei vari casi, meccanismi omeostatici di regolazione tendono a mantenerne
stabile la concentrazione. Un primo danno da epatopatia deve considerarsi l'alterato assorbimento e
metabolismo della A e dei retinoidi, cosi come nell'etilismo, nella chemioterapia, e nell'uso di
contraccettivi orali. Nelle varie fasi del ciclo mestruale varia il tasso di vit. A, nella prima fase della
vita viene assunta soprattutto attraverso il latte in cui é presente sotto forma di estere. Il complesso
proteico-prealbuminico R.B.P. (Retinoid-Binding-Proteins) é la chiave di volta della trasformazione
dell'energia chimica a livello cellulare, attraverso i delicatissimi processi della visione, della crescita
e della riproduzione.

Sotto il profilo proteico la varieta alcolica o vit. A (Axeroftolo), I'aldeidica (Retinene), I'acida (Ac.
Retinoico) il derivato Betacarotene, con meccanismi molecolarmente diversi, incidono sulla vita
nelle sue espressioni essenziali e delicate della dinamica energetica cellulare. Non si puo piu
disconoscere ai retinoidi un ruolo primario nella prevenzione e terapia della carcinogenesi. (Hinds
TS, et al., 1997). Una dimostrazione semplice e constatabile da chiunque e il contenimento prima e
la soppressione poi, dell’atteggiamento aggressivo dei melanomi cutanei iniziali applicando
localmente qualche goccia della soluzione MDB. Il nevo melanotico pud gradualmente
normalizzarsi nel giro di qualche mese con I'applicazione giornaliera. La possibilita reale di
assimilazione dei retinoidi dipende dalla capacita di estrazione da parte dell'intestino, da cui
attraverso l'apparato circolatorio e linfatico raggiunge il fegato dove viene depositato ed elaborato,
soprattutto nelle cellule di Kupfer, da cui viene mobilizzato per sopperire al fabbisogno organico
(Reboul E, 2013).

Attraverso gli epiteli dei tubuli renali passano nelle urine esigue quantita di vit. A, la cui presenza e
essenziale anche nei primi giorni del concepimento per la formazione e funzione della placenta; gia
dopo i primi 10-20 giorni I'embrione comincia a sintetizzare lI'associazione di proteine con vit. A. e
retinoidi. Per poco che vi sia di vit. A nel nostro organismo, si deposita nella cellula epatica, che sa
accumularla e proteggerla perché e molto labile soprattutto nei confronti degli agenti ossidanti.
L'integrita della pelle, delle vie aerodigestive, ghiandolari e urogenitali, la capacita di reagire di
questi tessuti ad agenti traumatici e\o infettivi, € sempre sicuramente espressione di adeguata
presenza di vit. A, il cui campo d’azione € pertanto immenso e vitale (Hinds TS, et al., 1997). Essa
per lesioni di qualunque natura di questi tessuti rappresenta il rimedio sovrano. In adeguata quantita
non nuoce, 40-50.000 unita al giorno sono tollerate senza alcun danno. Regolando lo spessore della
cute, il trofismo, lI'evaporazione, i retinoidi regolano alcuni dei meccanismi di controllo della
temperatura corporea. La loro carenza determina ispessimento e secchezza, diminuisce la
conduzione di calore e la sua sottrazione mediante evaporazione, trasformando la pelle in isolante
termico. Un ammalato di tumore, sottoposto a trattamenti convenzionali, che provocano carenza di
vit. A, puo avere per questi meccanismi un aumento della temperatura corporea che e ipertermia,
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non febbre, la quale & una situazione di aumento della temperatura in presenza di meccanismi di
termoregolazione integri. Nell’ipertermia i meccanismi di regolazione sono alterati in mancanza
della termolisi e della dispersione termica. La pelle, in carenza di vit. A si ispessisce, soprattutto
per aumento dello strato corneo, perde elasticita, tendono ad atrofizzarsi le ghiandole sudoripare,
sebacee, con atrofia dei bulbi piliferi e alopecia. Questi fenomeni regressivi-degenerativi, si
estendono anche agli epiteli di rivestimento dell'apparato respiratorio, digestivo, genito-urinario e
ghiandolare. Anche il sistema scheletrico risente dello stato distrofico-degenerativo da carenza di
Vitamina A. Un gruppo di consultazione internazionale del W.H.O studia gli stati carenziali di vit.
A nei paesi poveri, e osserva sintomi come ipercheratosi follicolare, infezioni cutanee, eczemi,
bronchiti, cistopieliti ecc. Nelle zone di grave carenza sono frequenti le malformazioni fetali, le
manifestazioni degenerative, inflammatorie dell'apparato genitale e della secrezione mammaria. Si
osservano inoltre gli effetti teratogeni, aborti spontanei, mentre le malformazioni scheletriche
dipendono da alterata attivita degli osteoclasti che controllano il metabolismo del calcio. E'
compromesso anche il sistema immunitario dalla carenza di vit. A, con vari meccanismi tra cui la
sintesi di immunoglobuline, depressione leuco-eritro-piastrinopoietica del midollo osseo (Alvarez
R, etal., 2014, Flajollet S, et al., 2013).

Nella proliferazione cellulare probabilmente la vit. A gioca un ruolo determinante anche attraverso
il metabolismo delle poliamine, sulla regolazione della riproduzione e della velocita di crescita dei
tessuti. Sono tuttora oggetto di studio il metabolismo di alcuni aminoacidi come 1’Ornitina e la
Lisina, delle rispettive decarbossilasi e le interazioni col Betacarotene. Dei carotenoidi, pigmenti di
colore giallo-arancio esistono in natura tre forme: alfa-, beta- e gamma. La forma piu diffusa & il
Beta-carotene, provitamina terpenica dal cui lento metabolismo si producono due molecole di
vitamina A (Eroglu A, et al., 2013). Il Betacarotene e formato da 8 unita isopreniche ciclizzate agli
estremi, esso e un precursore della vitamina A, che viene sintetizzata nel fegato grazie all'enzima
carotenasi (Goodman D.S., et al., 1967, Leuenberger M. 2001). Il Betacarotene, come tutti i
retinoidi & un idrocarburo e in quanto tale € una molecola squisitamente apolare, priva di cariche e
inerte, pertanto si puo inserire tra quelle molecole, o quelle parti apolari di molecole che
appartengono agli acidi grassi, cioé a quelle strutture che concorrono a formare uno degli elementi
basilari della vita: la membrana cellulare. Essa e come la barriera, il transito obbligato attraverso cui
tutto deve passare dalla cellula all'esterno e viceversa, per poter consentire la vita cellulare. Il
Betacarotene esercita direttamente, come molecola (C40-H 56) una specifica azione sia preventiva
che terapeutica nella patologia neoplastica, come emerge dall’ampia letteratura relativa. Interviene
anche nel meccanismo della crescita ossea e, in generale, contribuisce alla buona funzionalita di
numerosi organi. Ha una forte azione antiossidante, protegge quindi le cellule dai danni indotti da
radicali liberie svolge un ruolo fondamentale nell'ambito del sistema immunitario (Lo HM, et al.,
2014, Han RM, et al., 2014). Onogi e AA (Onogi N, et al., 1998), hanno dimostrato I’effetto
antiproliferativo diretto sulle cellule di cancro del colon dei carotenoidi come tali,
indipendentemente dalla loro conversione in ATRA. E’ dimostrato che i carotenoidi possono
esercitare direttamente il loro effetto di soppressione tumorale anche senza essere convertiti nei loro
metaboliti, il retinolo o I’ac. retinoico. La beta-carotene 15, 15'-monoossigenasi € un enzima
appartenente alla classe delle ossidoreduttasi, che catalizza la reazione: B-carotene + O, 2 2
retinale, e richiede sali di bile e Fe. Differentemente dal retinolo, il corpo assume la quantita
necessaria di Beta-carotene, eliminando quella in eccesso. Studi epidemiologici hanno evidenziato
una correlazione significativa fra lI'insorgenza di cancro e I'assunzione (in alte dosi per anni) di
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betacarotene tramite cibo solo ed esclusivamente nei forti fumatori, confermando viceversa l'azione
positiva anticancro del betacarotene in tutte le neoplasie in quanti non fumano. I cancerogeni del
fumo, quali nitrosamine, prodotti della combustione, idrocarburi , 3-4 Benzopirene, uniti all’effetto
ossidante della nicotina, in soggetti esposti a stress ossidativo straordinario per I’effetto
amplificato delle alte concentrazioni di ossigeno nei polmoni, degradano con scissione asimmetrica
la labile e facilmente ossidabile molecola del Betacarotene, con liberazione di metaboliti tossici
(CBP). La degradazione del Betacarotene, oltre che inattivare le sue peculiari e specifiche proprieta
antitumorali, causa la carenza dei suoi fisiologici metaboliti, acido retinoico e axeroftolo, molecole
fondamentali nella profilassi e nella terapia delle neoplasie per 1’effetto citostatico, differenziante,
epitelioprotettivo, immunostimolante e trofico. Prodotti altamente reattivi di degradazione anomala
dei carotenoidi (CBP), tra cui aldeidi ed epossidi, si formano durante queste reazioni ossidative.

Tra i meccanismi di degradazione del Betacarotene é stata evidenziata anche I’influenza dei
neutrofili attivati, e valutata la tossicita mitocondriale che i CBP possono esercitare con riflessi
sulla respirazione cellulare e sulle variazioni di potenziale della membrana mitocondriale e relativa
pervieta con riflessi anche sulla dislocazione del nucleotide adenina. L'inibizione della respirazione
mitocondriale € accompagnata da una riduzione del contenuto citosolico di proteine solforate, di
GSH e stato redox, ed elevato accumulo di malondialdeide. Solo recentemente diversi autori hanno
evidenziato la necessita di contrastare la degradazione del Betacarotene mediante potenti
antiossidanti biologici quali la Vitamina E, neutralizzando cosi i pesanti effetti cancerogeni e tossici
dei CBP e il grave deficit di fondamentali molecole antitumorali (Al-Malki AL, et al., 2013 ,Khuri
FR, etal., 2001, Liede KE, et al., 1998, Lubin JH, et al., 2008).

Il prof Luigi Di Bella con la sua Soluzione di retinoidi in Vitamina E ha precorso di oltre 30 anni
questi concetti terapeutici, individuando le basi biochimiche, molecolari e farmacologiche per una
risposta terapeutica ottimale e costante in totale assenza di tossicita. Solo la contemporanea, non
sequenziale, somministrazione dei retinoidi solubilizzati in vitamina E, in dispersione molecolare
(pertanto in soluzione, non in sospensione), rappresenta la risposta adeguata (disponibile e
impiegata da decenni con effetti positivi in assenza di tossicita) a questo problema stabilizzando i
tre retinoidi.

La costante e adeguata disponibilita di Betacarotene cosi ottenuta & fondamentale per gli equilibri
biologici, I’omeostasi, la preservazione e il recupero della funzionalita delle membrane cellulari,
mitocondriali, della fisiologia recettoriale, dei canali ionici, dei potenziali di membrana, delle
comunicazioni intercellulari e dell’adesivita cellulare. Mediante la soluzione MDB, si realizza una
riserva di Betacarotene sempre prontamente disponibile per sopperire rapidamente, in ogni
condizione, ad un incremento del fabbisogno per malattie oncologiche, degenerative, infettive sia
del Betacarotene stesso, che dei suoi metaboliti: Axeroftolo e Ac Retinoico. Per questo Axeroftolo e
Acido retinoico, nella Soluzione MDB, sono potenziati dal Betacarotene; non solo ma per poter
ottenere la massima efficacia, per poter ottenere effetti ottimali, il rapporto in peso del Betacarotene
rispetto all'Acido retinoico e all’ Axeroftolo (o vit. A) deve essere di quattro a uno. La
somministrazione continuativa per molti anni della Soluzione MDB, non ha mai causato accumulo
o tossicita, né casi di carotenemia la cui presenza € invece da addebitarsi a carenza di carotenasi o
disfunzioni epatiche, 0 ad un eccessivo introito alimentare di carotenoidi. La carotenemia, &
caratterizzata dal colore itterico della pelle ad eccezione delle sclere, elemento fondamentale di
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diagnosi differenziale con le epatopatie. | radicali liberi, prodotti nelle reazioni ossidative, sono
notoriamente frammenti estremamente reattivi, instabili, di molecole, classificati come ROS, specie
reattive dell'ossigeno, a maggior diffusione, e RNS specie reattive dell'azoto. Tra i danni dei radicali
liberi il sovvertimento della struttura e funzionalita delle membrane cellulari, nell’arco di frazioni
infinitesimali di secondi la rottura di molecole, la formazione di nuovi legami, I’ossidazione dei
fosfolipidi di membrana con alterazione della fluidita e permeabilita della stessa. La degradazione
dei lipidi operata dai radicali liberi € evidenziata dalla presenza di prodotti terminali di
lipossilazione avanzata quali la malondialdeide. I radicali liberi possono agire, inoltre, sui
mitocondri, modificare aminoacidi, indurre proteolisi delle proteine citosoliche, danneggiare gli
enzimi, creare legami crociati e ad aggregazione tra proteine, degradare gli acidi nucleici con rottura
dei singoli e doppi filamenti formando basi azotate alternative con alterazione delle informazioni
genetiche e dei fisiologici meccanismi di trascrizione, traduzione e replicazione. L’entita e gravita
dei danni prodotti dai radicali liberi sono decisamente contenute e contrastate dalle elevate proprieta
antiossidani della Soluzione MDB, in sinergismo con la Melatonina (lgielska-Kalwat J, et al.,
2015). La costante e adeguata disponibilita dei retinoidi e vitamina E € pertanto fondamentale per
gli equilibri biologici e I’omeostasi, la preservazione e il recupero della funzionalita delle
membrane cellulari, mitocondriali, dei canali ionici, dei potenziali di membrana (Reboul E, et al.,
2013). Tra i meccanismi d’azione antitumorali del Betacarotene il mantenimento di tassi fisiologici
di Glutatione, che diminuisce rapidamente in corso di patologia neoplastica e 1’effetto protettivo-
antitossico attraverso il contrasto alla Perossidazione lipidica incrementata dal progresso del tumore
(Basu et al., 2000).

Le vitamine sono catalizzatori fisiologici fra energia e materia. Ogni cambiamento della materia
vivente non puo prescindere da un adeguamento dello stato energetico. Solo minime variazioni
quantitative di produzione, assorbimento, cioé elaborazione del terreno biologico e del suo
corrispettivo energetico, sono compatibili con la vita, e quindi le reazioni devono procedere per
passaggi graduali di entita minima materiali-energetiche, reciprocamente compensati nel tempo.
Queste reazioni realizzano, con estrema gradualita, la produzione e I’assorbimento di energia e
materia con equivalenza materiale-energetica. Questo continuo divenire, per le eccezionali finalita
cui tende, deve essere gradualmente modulato e finemente regolato, e nelle sue linee essenziali
sarebbe impossibile senza le vitamine, il cui fine & il condizionamento e la regolazione
dell’equilibrio materia/energia su cui poggia la vita. La piena conoscenza delle vitamine equivale
alla conoscenza dei piu fini equilibri e dei rapporti energia/materia e di tutti i riflessi sull’attivita
vitale. La conoscenza della composizione chimica, della formazione, della localizzazione all’interno
della cellula, del momento del loro intervento, della regolazione e dell’entita della loro attivita,
consente di cogliere 1’essenza della vita fisiologica e di correggere le sue deviazioni patologiche.
Percio, dal suo ruolo originario biochimico-vitale, la vitaminologia é elevata, nel MDB, a quello
terapeutico razionale, essenziale, sia nella prevenzione, che nella cura di varie patologie. Pertanto lo
studio, la comprensione approfondita dei meccanismi regolatori della vita normale, fisiologica,
consente la predisposizione di contromisure efficaci per evitare e/o contrastare deviazioni
degenerative e/o neoplastiche. Sia nelle situazioni che predispongono al tumore, che nel corso della
malattia neoplastica, soprattutto nel corso dei trattamenti chemio-radioterapici, possono essere
sovvertiti struttura e potenziali della membrana cellulare e conseguentemente, 1’espressione e le
funzionalita recettoriali, con esasperazione dei processi ossidativi e conseguente picco nella
produzione di radicali liberi (Odeleye et al., 1992; Elangovan et al., 2008; Launoy et al., 1998;
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Shimizu et al., 2004; Di Bella, 2005; Neuzil et al., 2002; Frei et al., 2008). Mediante la Soluzione
MDB si inseriscono componenti apolari come il Betacarotene e la vit.E tra i fosfolipidi delle
membrane cellulari, stabilizzandole e preservandole da danni ossidativi e dai radicali liberi (Shklar
et al., 1996; Israel et al., 2000; Kini et al., 2001; Di Bella, 2005; Dong et al., 2008; Lubin et al.,
2008; Nesaretnam et al., 2008; Watters et al., 2009).

Funzioni del Betacarotene:

- Esercita effetto protettivo sulle membrane cellulari (Di Bella L., 1998);

- Diminuisce la perossidazione lipidica e aumenta il Glutatione (Basu et al., 2000);

- Esercita un effetto antiproliferativo diretto (indipendentemente dalla conversione in
ATRA), sulle cellule tumorali, ne sopprime in modo significativo sia la mobilita (misurata
mediante tetrazolium “MTT”) che la sintesi del DNA(controllata attraverso la captazione
di -3H-timidina) e la proliferazione cellulare(misurata attraverso il conteggio delle cellule)
(Onogi et al., 1998).

Funzioni dell’ Acido Retinoico ( All Trans Retinoic Acid -A.T.R.A)):

— Agisce ridifferenziando i blasti e le cellule tumorali (Hassan et al., 1990);

— Induce la sintesi di leucotriene C4 (Abe et al., 2003);

— Sopprime la trascrizione genica di fattori oncogeni e promuove ’effetto antiproliferativo
(Arnold et al., 1994);

— Esercita azione anti-angiogenetica (Majewski et al., 1994);

— Diminusce la densita microvascolare del midollo osseo, nelle leucemie, e della densita del
punto caldo. Interrompe la produzione di VEGF da parte delle cellule NB4, sopprimendo
I’angiogenesi (Kini et al., 2001);

— Arresta lo sviluppo cellulare associato all’aumento dei livelli d’interferone 1 [IRF-1] con
attivazione di p21WAF1 (Arany et al., 2003);

— Attiva I’apoptosi, col concorso di IRF-1 e STAT1, mediante la caspasi 1 (Arany et al.,
2003);

— Arresta la progressione del ciclo cellulare (Wu et al., 2009);

— Induce I’arresto del ciclo cellulare in GO/G1 (Wu et al., 2009);

— Induce I’espressione di p21 WAF1/CIP 1, mediante percorsi sia dipendenti, che indipendenti
da p 53 (Wu et al., 2009);

— Inibisce, nelle cellule tumorali, I’attivita della proteina-1 attivatrice [AP-1] mediante il suo
recettore RAR-alfa e attiva la soppressione dell’espressione di cJun e cFos (Wu et al., 2009);

— Sinergizza I’effetto di Bcl-2, sia sull’arresto della crescita, che sull’espressione del gene p21
(Chou et al., 2000);

— Impedisce I’invasione delle cellule del cancro del colon e diminuisce 1’espressione del
matrilysin (Adachi et al., 2001);
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— Provoca, nelle cellule neoplastiche, cambiamenti morfologici e biochimici come il
restringimento della membrana, la condensazione della cromatina e la spaccatura del DNA,
caratteristiche tipiche delle cellule in corso di apoptosi (Lee et al., 2008);

— Attiva tramite RAR-beta un netto incremento di proteine c-myc e Bax, che portano
maggiore suscettibilita all’apoptosi (Lee et al., 2008);

— Diminuisce il potenziale di proliferazione neoplastica e ha un ruolo importante nella
differenziazione, apoptosi e adesione cellulare (Voigt et al., 2000);

— Rende le cellule neoplastiche particolarmente sensibili ai chemioterapici, inducendo anche
un aumento della comunicazione intercellulare negli spazi di giunzione (Carystinos et al.,
2001);

— Riduce il livello della proteina silicea fibrillare gliale e la sintesi del DNA, e induce percorsi
apoptotici, dimostrando un notevole sinergismo ¢ potenziamento dell’efficacia col TNF-alfa
mediante aumento dei recettori di p55 TNF (Chambaut-Guérin AM et al., 2000);

— Induce un gene, I’autotaxin [ATX], che decodifica un fattore di stimolazione della motilita
del tumore (Dufner-Beattie et al., 2001);

— Induce differenziazione neurotica con estesa crescita dei neuriti, diminuzione
dell’oncoproteina n-Myc e del MRNA di Gap-43. Esercita I’effetto antiproliferativo
attraverso I’incremento della chinasi A della proteina di tipo II/RII beta e chinasi A della
proteina W (Kim et al., 2010);

— Differenzia le cellule neoplastiche attraverso il suo effetto sulle fosfolipasi A2, Ca2+-
dipendenti (Antony et al., 2001);

— Riduce I’espressione di VnR, correlata all’organizzazione della fibronectina e all’adesione
ed espansione cellulare (Baroni et al., 2003);

— Riduce I’inibizione chimicamente indotta di RAR Beta bloccando il ciclo cellulare in fase
G1 (Song et al., 2001);

— Riduce l'invasivita di cancro, attraverso l'inibizione delle metalloproteinasi della matrice
(MMP). (Pham DN et al., 2013);

— Incrementa I’attivita di P 53 (LuJ et al., 2000);
— Promuove, insieme alla Vit D, I’apoptosi (Sha J, et al., 2013);
— Antagonizza I’effetto epatotossico della chemio (Ewees MG, et al., 2015);

— Inibisce I’inattivazione delle caspasi (Piedrafita FJ et al., 1997; Takada et al., 2001; Jiang et
al., 2008);

— Inibisce I’espressione di BCOM 1associata ad un aumento di mobilita e invasivita delle
cellule del carcinoma del colon e inibisce I’espressione di MMP7 ed MMP28 esercitando un
effetto antiproliferativo e antimetastatico (Pham DN, et al., 2013).

Funzioni della Vitamina A

Anche I’impiego della vit. A nella prevenzione e nel trattamento dei tumori, iniziato oltre 30 anni fa
dal prof. Di Bella, e documentato da un ampio e crescente riscontro nella letteratura mondiale di cui
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diamo qualche cenno. Piedrafita FJ ha documentato I’effetto d’induzione all’apoptosi della vit. A ¢
dei retinoidi, attraverso 1’attivazione di enzimi cellulari proteolitici, le Caspasi. La degradazione del
fattore della trascrizione generale Sp-1, provoca la morte cellulare della cellula neoplastica per
apoptosi (Piedrafita FJ et al., 1997). Numerosi gli studi sull’effetto di prevenzione antitumorale
della vit. A (Hennekens et al., 1986, Kelloff GJ, et al., 1996, Lippman, et al.,1988, Redlich, et
al.,1995, Thiberville et al., 1996). Una trattazione esauriente degli effetti antitumorali della vit. A si
trova anche nella pubblicazione di (Israel et al.,, 1980, Pozzi et al., 1985). Samet e AA hanno
condotto uno studio epidemiologico evidenziando come lo scarso apporto alimentare di vit. A
favorisca i tumori polmonari (Samet et al., 1985, Mettlin et al., 1984, Barthet et al.,1989. Moon et
al.,1994).

Funzioni della Vitamina E

— Inibisce la crescita di varie linee cellulari tumorali, come:

— Cellule di carcinoma della prostata (Israel et al.,2000; Yu et al,.2002; Zhang et al., 2002) ;

— Cellule di carcinoma del seno (Yu et al., 1999; Pussinen et al. 2000);

—  Cellule di carcinoma del polmone (Neuzil et al. 2001);

— Cellule di carcinoma della parotide (Prasad et al., 1996) ;

— Cellule di carcinoma dello stomaco (Rose et al., 2001; Wu et al. 2002);

— Cellule di carcinoma del colon (Neuzil et al., 2001);

— Cellule di carcinoma del pancreas (Heisler et al., 2000);

— Cellule di carcinoma squamoso orale ( Elattar et al.,1999);

— Cellule di melanoma (Prasad et al., 1990);

— Cellule di neuroblastoma (Prasad et al., 2003);

— Cellule di glioma (Prasad et al. 2003);

— Cellule leucemiche (Yamamoto et al., 2000);

— Cellule di linfoma (Turley et al., 1995; Yu et al., 1997; Dalen et al., 2003);

— A basse dosi induce differenziazione e inibizione della proliferazione tumorale; a
concentrazioni maggiori induce apoptosi (Prasad et al., 2003);

— Soppressione della crescita tumorale (Prasad 2003);

— Attivita apoptotica e/o citostatica di cellule del carcinoma del seno (Malafa et al., 2000);

— Cellule di carcinoma del colon (Prasad et al., 2003);

— Cellule di melanoma (Malafa et al., 2002);

— Cellule di neuroblastoma (Prasad et al., 2003);

— Cellule di linfoma (Sarna et al., 2000);

— Potenzia I’azione antitumorale di diversi chemioterapici come 1’adriamicina, il cisplatino e il
tamoxifene (Ripoll et al., 1986; Prasad et al., 1994);

— Protegge le cellule del midollo dagli effetti letali della doxorubicina (Fariss et al., 1994);
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— Potenzia I’effetto antitumorale di agenti chemioterapici, proteggendo le cellule sane dagli
effetti tossici (Prasad et al., 2003);

— Attivita antiangiogenetica (Shklar et al., 1996; Tang et al., 2001; Neuzil et al., 2002;
Inokuchi et al., 2003; Miyazawa et al., 2004).

I retinoidi sono molecole a struttura idrofoba, capaci di attraversare le membrane biologiche e di
raggiungere direttamente il nucleo dove, interagendo con recettori nucleari specifici, possono
indurre le loro azioni biologiche; i retinoidi, inoltre, sono spesso legati a proteine sia all’interno
delle cellule che nel compartimento extracellulare. Proteine che legano i retinoidi (RBPs: Retinoid
Binding Proteins). L acido retinoico tutto trans (ATRA) entra nelle cellule tramite una semplice
diffusione o per mezzo della conversione da retinolo (vitamina A) che e stato assorbito nel tratto
gastroenterico. All’interno delle cellula I’ATRA si lega a specifiche proteine, le CRABPs (Cellular
Retinoic Acid Binding Proteins) di cui si conoscono fino ad ora due tipi (I e I1). La funzione di tali
proteine & ancora poco chiara sebbene potrebbero funzionare come sistema di accumulo e di
trasporto dei retinoidi in particolari compartimenti intracellulari (es.il reticolo endoplasmatico per
I’ossidazione o il nucleo per I’interazione con specifici recettori). Il gene codificante per la proteina
CRABP-II presenta due elementi sensibili all’acito retinoico e sembra che tale gene sia proprio per
tale motivo inducibile da ATRA. In effetti soggetti trattati con ATRA presentano un’aumentata
espressione di CRABP-I11. Non sono ancora state identificate a tal proposito le cellule producenti
tale proteina dopo la somministrazione di ATRA. L’espressione recettoriale ubiquitaria dei
retinoidi, RAR alfa beta gamma,ed RXR alfa beta gamma, e stata evidenziata sia a livello della
membrana cellulare che del nucleo, dove RXR ed RAR dimerizzano con i recettori VDR della
vitamina D e RZR e ROR della Melatonina (componenti del MDB), amplificando una dinamica
espressione genica differenziante ed antiproliferativa.

Recettori dei retinoidi:
Sono state finora identificate due famiglie di recettori per i retinoidi:

— RARs (Retinoic Acid Receptors), di cui si conoscono tre tipi (a, b e g) e vari sottotipi (al,
a2, bl-4, gl e g2); questi recettori legano 1'ATRA e 1'acido retinoico 9-cis.

— RXRs (Retinoid X Receptors) di cui si conoscono tre tipi (a, b € g) che legano
esclusivamente 1'acido retinoico 9-cis.

Questi recettori appartengono ad un'ampia superfamiglia di recettori nucleari inducibili (che sono
anche fattori di trascrizione) come i recettori degli steroidi, degli ormoni tiroidei, della vitamina D3,
degli ecdisteroidi di Drosophila, ed di un numero di recettori i cui ligandi non sono stati ancora
identificati (recettori "orfani"). Questa superfamiglia puo essere a sua volta suddivisa in due
principali famiglie di recettori nucleari:

- famiglia dei recettori di steroidi;
- famiglia dei recettori di non-steroidi (ormoni tiroidei/retinoidi/vitamina D).

La caratteristica comune a tutti questi recettori ¢ la capacita di interagire con regioni regolatrici del
DNA chiamate sequenze bersaglio o "elementi di risposta agli ormoni" (HREs: Hormone Response
Elements) e di indurre la trascrizione di specifici geni. La struttura di questi recettori € molto
complessa in relazione alle funzioni da loro svolte: parecchi domini funzionali sono stati infatti
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identificati nel contesto di tali molecole. Nei recettori dei retinoidi si distinguono ben 6 domini
funzionali (A-F) nei recettori RARs e solo5 nella famiglia di recettori RXRs (A-E). I domini A e B
contengono una regione transattivante (attivante la trascrizione genica) definita AF-1 la cui azione
inducente la trascrizione genica ¢ indipendente dal legame del recettore con il ligando (retinoide).
Nei recettori per i retinoidi esiste anche una seconda regione transattivante definita AF-2 e presente
all'interno del dominio che lega il ligando (dominio E). In effetti recettori RAR-a, -b € -g mancanti
della regione AF-2 sono incapaci di indurre la trascrizione genica. Chiaramente nel recettore intatto
la funzione di legame con il ligando (dominio E) e quella transattivante (regione AF-2 sempre nel
dominio E) sono interdipendenti. Il dominio C funziona come regione di legame al DNA, contiene
infatti due sequenze zinc-finger capaci di interagire con sequenze nucleotidiche. I domini D ed E
contengono una regione implicata nella formazione di dimeri ed una regione implicata nella
localizzazione nucleare del recettore.

Recettori RARs.

La classe di recettori RARSs ¢ costituita da tre tipi di recettori: RAR-a, RAR-b, e RAR-g. I membri
di tale famiglia di recettori esibiscono una distinta espressione tissutale e cellulare; condividono un
elevato grado di omologia nei domini di legame al DNA (dominio C) e di legame al ligando
(dominio E) ; legano con alta affinita I'ATRA e l'acido retinoico 9-cis ed con bassa affinita I'acido

retinoico 13-cis. Ciascun tipo di recettore RAR (a, b o g) puo presentare a sua volta diversi sottotipi
(al, a2, bl-4, gl e g2). La sintesi di sottotipi diversi dipende da due principali meccanismi:

— trascrizione alternativa per la presenza di due promotori nell'ambito dello stesso gene
codificante: questi trascritti generano sottotipi di recettori con differenti domini A e con
diversa capacita di legame di sequenze nucleotidiche;

— splicing alternativo .

I recettori RARs presentano ben 6 domini (A-F) dalla regione N-terminale a quella C-terminale.
Fino al 1988 si pensava che 1 recettori RARs, cosi come i recettori per 1'ormone tiroideo (TRs)
funzionassero esclusivamente come omodimeri (RAR/RAR e TR/TR). Successivamente si ¢
dimostrato che questi recettori, cosi come il recettore per la vitamina D (VDR) interagiscono con
altri fattori presenti in estratti nucleari per legare ad elevata affinita specifiche sequenze geniche.
Dopo la scoperta dei recettori RXRs una serie di esperimenti di laboratorio ha dimostrato che 1 tali
fattori erano proprio questi recettori, capaci di formare eterodimeri con i recettori RARs, VDRs e
TRs (tab..). Il recettore RAR-a ¢ espresso principalmente nel cervelletto, surrene, testicoli e cellule
leucemiche della linea mieloide.

Recettori RXRs:

Questa famiglia di recettori ¢ solo lontanamente correlata a quella dei recettori RARs per quanto
riguarda la sequenza peptidica e sembra incapace di legare con elevata affinitad I'ATRA. 1l ligando
dei recettori RXRs ¢ l'acido retinoico 9-cis, un isomero dell'ATRA che puo interagire sia con RXRs
che con recettori RARs. Eterodimeri RXR-a/RAR-a si legano a specifiche sequenze di DNA
conosciute col termine di "elementi di risposta all'acido retinoico" (RARE: Retinoic Acid Response
Elements) che sono due sequenze ripetute (DR: Direct Repeats) del tipo 5'-PuG(G/T)TCA (Pu:
purina) separate da 1-5 paia di basi (DR1-5) ed usualmente localizzate nella regione promotore di
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un gene bersaglio. In aggiunta alle sequenze DR vi sono altre sequenze nucleotidiche a cui si legano
i recettori nucleari come le sequenze IR (Inverted Repeats) che sono attivate dai recettori TRs,
RARs ed RXRs e le sequenze ER (Everted Repeats). Il legame del ligando al complesso dimerico
RAR/RXR comporta l'interazione dello stesso con sequenze DR e come conseguenza di tale
interazione il controllo della trascrizione genica (attivazione o soppressione) del gene posto a
"valle" dal sito di interazione. Parecchi studi suggeriscono che la differenziazione di linee mieloidi
indotta dall'ATRA ¢ proprio mediata da complessi recettoriali eterodimerici RAR-a/ RXR-a e non
tramite l'attivita di recettori omodimerici RAR-a (RAR-a/RAR-a).

A dimostrazione di cio esprimenti condotti su linee cellulari HL60 provano che recettori RXR sono
funzionali ma non recettori RARs poiché risultano incapaci di differenziare in risposta all'ATRA. Le
cellule HL-60 resistenti all'azione dell'ATRA contengono una mutazione non-sense all'interno della
regione codificante per il recettore RAR-a; quando transfettate con un vettore cDNA codificante per
RAR-a le cellule possono facilmente differenziare in risposta all' ATRA. Dawson e coll. Hanno
dimostrato, utilizzando ligandi sintetici per le coppie di recettori RAR/RXR e RXR/RXR, che il
differenziamento della linea mieloide dipende quasi esclusivamente dall'azione dei recettori
eterodimerici RAR/RXR (Dawson M1, et al., 2012, Di Masi A, et al., 2015, Eroglu A, et al., 2012,
Long MD, et al., 2015, Urvalek A, et al., 2014, Zhong M, et al., 2013) .

Betacarotene: protezione delle MLT modulazione dei potenziale
membrane cellulari e antiossidante di membrana e canali ionici
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Vit E: protezione delle membrane cellulari da
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La membrana cellulare( in azzurro), contenente lo strato fosfolipidico( in rosso), € una difesa, un
filtro vitale attraverso cui tutto transita, dall’interno della cellula all’esterno, dove vengono
recepiti e analizzati gli stimoli e i condizionamenti dall’esterno all’interno e viceversa, in cui
avviene la comunicazione, vengono emessi e ricevuti impulsi e segnali. Ottimizzarla, renderla
efficiente, vuol dire rendere la cellula capace di difendersi in condizioni ottimali, potenziarla: la
Vit.E ed il Betacarotene proteggono e stabilizzano la membrana, la MLT ne modula
fisiologicamente i potenziali, regolando i canali ionici e tutta la dinamica ed espressione
recettoriale.
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I retinoidi, a seguito del loro legame con | recettori nucleari RAR/RXZ, modulano I'espressione di
geni coinvolti nella morte cellulare programmata (apoptosi) attraverso 1’inibizione di Bel2 e
conseguente attivazione delle caspasi.

Hanno, inoltre, azione antiproliferativa con attivazione di P21/P27, con conseguente arresto del
ciclo cellulare nelle fasi GO/G1, e azione protettiva a livello delle membrane cellulari, in piena
sinergia con l'acido ascorbico, tocoferoli e melatonina.
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LA LETTERATURA HA AMPIAMENTE DOCUMENTATO, CON CRESCENTI
CONFERME, IL RUOLO DETERMINANTE DEI RETINOIDI NELLA PREVENZIONE
E TERAPIA DELLE NEOPLASIE DI CUI CITIAMO UNA BREVE SINTESI

Sull’interazione e sinergismo fattoriale dei retinoidi con vitamina E e altri componenti—del
MDB (Barroga EF.,et al 2000, Black HS,et al., 2013, Suarez EC.,et al 2014, Watters JL, et al 2009,
Gilbert R, et al 2012, Hu J,et al., 2014).

Sull’attivita di prevenzione dello sviluppo tumorale antiossidante , antiradicali liberi,
antitossico (Buring JE, et al., 1994, Clamon GH, et al., 1980, Connolly RM, et al., 2013, Den
Hollander P, et al., 2013, Doldo E, et al., 2015, Helm CW, et al., 2013, lanhez M, et al., 2013, Jeon
YJ, etal., 2011, Kabat GC1, etal., 2012, Miyanishi K, et al., 2015, Jiang Q. et al., 2014, Mondul
AM, etal., 2013, Siems W1, et al., 2009, Tanaka T, et al., 2012, Virtamo J, et al., 2014, Wang

L, etal., 2014, Igielska-Kalwat J,. et al., 2015, Li G, et al., 2012).

Sulle proprieta differenzianti apoptoticche , citostatiche, antiproliferative: 1 retinoidi
inibiscon la mutagenesi. attraverso un’azione pro-differenziante, mantengono “differenziate”, le
cellule sane, favoriscono la riconversione alla normalita e il ridifferenziano cellule che tendono a
divenire “indifferenziate”, neoplastiche o lo sono gia. Anche I’alterazione del sistema ligando—
recettore GF-TRK, e I’alterata risposta allo stimolo differenziante, sono efficacemente contrastati
dai retinoidi (Arany I, et al., 2003, Basu M, et al., 2000, Chang J, et al., 2013, Constantinou C, et
al., 2012, Cui Y, et al., 2007, Dalen H, et al., 2003, Dong LF, et al., 2008, Ginestier C, et al., 2009,
Gudas LJ. et al., 2013, Lim SW, et al., 2014, Lu J, et al., 2013, Neuzil, et al., 2001, Onogi N, et al.,
1998, Piedrafita FJ, et al., 1997, Voigt A, et al., 2000, Yang QJ, et al., 2012, Yin Y, et al., 2009, Wu
XX, etal., 2009).

sinergismo e interazione con gli altri componenti del MDB ,come Vitamine D, C, inibitori del
GH e fattori di crescita GH dipendenti, agonisti dei recettori D2 (Malafa MP, et al., 2002,
Inokuchi H, et al., 2003, Majewski S, et al., 1994, Miyazawa T, et al., 2004, Siveen KS, et al., 2014,
Tang FY, etal., 2001).

Sulle proprieta antimetastatica, attraverso I’attivazione dell’adesivita intercellulare e
I’inibizione del passaggio delle cellule attraverso le barriere naturali di contenimento
dell’invasivita metastatica come ’EMC, di cui impediscono lisi e superamento (Adachi Y, et
al., 2001, Lee HA, et al., 2014, Lim JY, Kim YS, Kim Y. et al., 2013, Lotan R. et al.,1991, Pham
DN, et al., 2013, Siddikuzzaman, Grace VM., 2012, Siddikuzzaman, Manjamalai A, et al., 2012,
Walder S, et al., 1997).

Sulle proprieta immunostimolanti dei retinoidi nell’immunita naturale e della risposta delle
cellule NK,sul miglioramento della funzionalita di organi e tessuti con incremento del
trofismo cellulare, particolarmente evidente a livello degli epiteli (Carratu MR, et al., 2012,
Ding W, et al., 2013, Han RM, et al., 2014, Lo HM, et al., 2014, Pekmezci D. et al., 2011, Prabhala
RH, et al., 1991)
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“Non esiste né esistera alcun trattamento chemioterapico citotossico in grado di guarire un
tumore solido, ma unicamente un Metodo, una multiterapia razionale e biologica, un complesso
di sostanze sinergiche e fattorialmente interattive, singolarmente dotate di attivita antitumorale
atossica, che sequenzialmente o contemporaneamente agiscano centripetamente sulla miriade di
reazioni biologiche della vita tumorale, riconducendo gradualmente alla normalita le reazioni
vitali deviate dal cancro. “
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