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9. Sintesi del
progetto (max 20
righe)

(puo essere oggetto di
pubblicazione)

11 progetto di ricerca (D.M. 8432/7303 del12/06/2016) ¢ stato incentrato su uno studio
volto ad accertare il possibile impiego del Parmigiano Reggiano (PR) come prodotto
nutraceutico ad azione antiipertensiva, fornendo all’industria lattiero-casearia
elementi determinanti per la realizzazione di prodotti nutraceutici derivati dal latte
bovino utili per la salute dell’'uomo. A tal fine, & stata condotta una prova in vivo per
verificare ’effetto della somministrazione orale di PR sulla pressione sanguigna di
ratti spontaneamente ipertesi (SHR). Tutte le procedure sperimentali sugli animali
sono state approvate dal Comitato Etico dell'Universita della Tuscia di Viterbo, in
conformita con le linee guida europee. Per la prova sperimentale, che ha avuto la
durata di 10 settimane, sono stati utilizzati 30 ratti maschi SHR, di 10 settimane di eta.
Gli animali sono stati alloggiati in gabbie singole e in condizioni ambientali controllate
(23°C costanti, 12/12 h di luce/buio, a ciclo invertito: buio dalle 07:00 alle 19:00; luce
dalle 19:00 alle 07:00). Sono stati rilevati il peso corporeo (BW) all’inizio e alla fine
della sperimentazione e la pressione sistolica (SBP) e diastolica (DBP)
settimanalmente. Dopo un periodo di adattamento di tre settimane, gli animali sono
stati suddivisi in sei gruppi (5 animali/gruppo) bilanciati per peso corporeo e pressione
sanguigna. Ciascun gruppo ha ricevuto giornalmente un trattamento diverso come di
seguito indicato: 1) 0.1 g/ratto di PR); 2) 0.2 g/ratto di PR; 3) 0.4 g/ratto di PR; 4) 0.6
g/ratto di PR; 5); Captopril (50 mg/kg peso corporeo) come controllo positivo e 6)
acqua distillata come controllo negativo. La pressione sanguigna ¢ stata presa sempre
lo stesso giorno, 6 ore dopo l'assunzione di PR, acqua o Captopril, utilizzando uno
strumento non invasivo (tail cuff). Alla fine della prova, dopo anestesia generale, ¢
stato eseguito un prelievo di sangue intracardiaco per valutare la presenza di peptidi
ACE-inibitori tramite spettrometria di massa. I risultati dello studio hanno mostrato
che la somministrazione orale di PR non ha indotto alcuna riduzione delle SBP e DBP
nei ratti ipertesi dopo 10 settimane di trattamento. Le analisi sul siero non hanno
rilevato la presenza di peptidi ACE-inibitori, suggerendo una presenza molto bassa di
peptidi del formaggio nel sangue circolante dei ratti che pud aver limitato la loro
biodisponibilita e quindi la loro bioattivita.

Parole chiave

Parmigiano Reggiano, Alimenti funzionali, Ipertensione
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LIO. Relazione del progetto (totale max. 10 pagine)

l

10.1 Descrizione dei risultati in relazione agli obiettivi generali e specifici previsti nel periodo di riferimento
(max. 2 pagine)
[ risultati ottenuti in questo studio in vivo hanno mostrato, relativamente al peso corporeo (Tabella 1), un
graduale incremento del peso nei ratti durante tutto il periodo sperimentale, senza significative differenze tra i
gruppi, indicando che i trattamenti con il PR non hanno avuto alcuna influenza su questo parametro. Solo i ratti
che avevano assunto il Captopril (controllo positivo) hanno avuto incrementi ponderali significativamente
inferiori a quelli degli altri soggetti (P<00.5), probabilmente a causa della perdita di appetito e nausea, spesso
provocati dall’ assunzione prolungata del farmaco, che possono aver ridotto I'ingestione di cibo da parte degli
animali. Riguardo la pressione sanguigna (Tabelle 2 e 3), all'inizio dello studio (tempo 0) le SBP e DBP degli
SHR sono risultate simili in tutti i gruppi sperimentali. In seguito, i loro valori si sono mantenuti invariati durante
tutto l'intero periodo sperimentale: 215,75 + 4,6 mmHg al tempo 0 e 214,07 + 1,2 mmHg dopo 10 settimane di
trattamento per la SBP; 193,48 £ 7,29 mmHg al tempo 0 e 190,09 + 2,09 mmHg dopo 10 settimane di trattamento
per la DBP. Solo il gruppo di ratti trattati con il Captopril ha mostrato valori della pressione pit bassi (P <0,01)
rispetto a quelli degli altri gruppi gia dopo 2 settimane dalla somministrazione del farmaco e fino alla fine della
prova. Per quanto riguarda le analisi biochimiche, non ¢ stata rilevata alcuna traccia della presenza di peptidi
ACE-inibitori nel siero dei ratti trattati con le diverse dosi di PR, né (come aspettato) in quello dei controlli
trattati con acqua o Captopril.
Risultati ottenuti in nostri precedenti studi in vitro (Bernabucci et al., 2014; Basirico et al., 2015) hanno rivelato
la presenza di peptidi ad elevata attivita ACE-inibitoria nella frazione < 3000 Da dell’estratto solubile (WSE) e
nella WSE digerita del PR. Nel presente studio in vivo, la somministrazione orale di differenti dosi di PR non
ha indotto alcuna riduzione delle SBP e DBP nei SHR dopo dieci settimane di trattamento, ma neanche un
aumento neppure a dosaggi elevati, corrispondenti a un consumo umano di 120g/d. Ad oggi, ¢ difficile stabilire
un collegamento diretto tra I’attivita ACE-inibitoria in vitro e gli effetti antiipertensivi in vivo dei biopeptidi.
Solo un numero limitato di peptidi presenti nel latte e formaggi identificati come ACE-inibitori in vitro hanno
dimostrato possedere una attivita antiipertensiva in studi clinici sugli animali e sull'vomo (Jékild e Vappaatalo,
2010). Questo fornisce dubbi sull'uso dell'attivita ACE-inibitoria in vitro come criterio esclusivo per stabilire il
potenziale antiipertensivo di tali sostanze poiché in vivo possono subire importanti trasformazioni fisiologiche
(Martinez-Maqueda et al.,2012).
In questo studio, uno dei motivi che puo spiegare 1’assenza di un effetto antiipertensivo in vivo del PR pud essere
la mancanza di biodisponibilitad dei peptidi attivi presenti nel formaggio somministrato ai ratti, condizione
necessaria affinche queste sostanze possano esplicare la loro attivita biologica. Diversi studi hanno riferito che
per esercitare un effetto antipertensivo in vivo dopo ingestione orale, i peptidi ACE-inibitori devono essere
assorbiti a livello intestinale in forma intatta, senza essere degradati dall'azione degli enzimi intestinali, delle
peptidasi intracellulari e plasmatiche cosi da raggiungere i loro siti target in una forma bioattiva e in una
concentrazione sufficiente (Martinez-Maqueda et al., 2012). Nel nostro studio, le analisi biochimiche effettuate
sul siero dei ratti non hanno rivelato la presenza di peptidi ad attivita ACE-inibitoria. Questo suggerisce una
presenza molto bassa di peptidi del formaggio nel sangue circolante dei ratti, che puo aver limitato la loro
biodisponibilita e quindi la loro bioattivita.
In conclusione, la ricerca ha accertato che: a) la somministrazione di PR tal quale a ratti ipertesi non ha
determinato alcuna modificazione della pressione sanguigna. Questa risposta rappresenta un contributo
importante a fronte dei controversi risultati presenti in letteratura; b) il PR anche assunto quotidianamente per
un lungo periodo (10 settimane nell’esperimento) in dosi 4 volte il quantitativo consigliato, rapportato all’uomo,
non ha causato nessuna modificazione della pressione sia diastolica sia sistolica. Questo dato assume particolare
interesse per la dieta sia dei normotesi sia degli ipertesi, fatti salvi altri aspetti dietologici relativi a consumo di
sostanza grassa e ad apporto calorico; c) la azione ACE-inibitoria accertata in vifro non puo essere considerata
un metodo valido per valutare I’azione antipertensiva dei biopeptidi; d) la assenza di peptidi bioattivi ad azione
ACE-inibitoria nel siero dei ratti, anche trattati con le dosi piu elevate di PR. Poiché la presenza di questi
composti nel PR ¢ stata accertata in modo incontrovertibile da ns precedenti ricerche, le probabili cause
dell’assenza, da noi riscontrata, potrebbero essere imputabili ad una bassa disponibilita di peptidi o all’azione
degli enzimi intestinali e delle peptidasi intracellulari e plasmatiche che possono aver degradato i peptidi Ace-
inibitori presenti nelle dosi anche piu elevate. Questo specifico aspetto pud assumere preciso interesse per
I’industria lattiero-casearia, orientata alla nutraceutica, nella realizzazione di prodotti con un contenuto di
biopeptidi ACE-inibitori tale che un quantitativo arrivi integro all’intestino per esplicare 1’azione ipotensiva.




Tabella 1. Medie e $.D. del peso corporeo {g) in SHR durante il pericdo sperimentale

Trattamento
Giorno 0.1 0.2 0.4} 0.6 Captopril” Acqua’
0 294.8 298.4 296.2 297.0 296.2 298.2
11.0 12.7 10.7 10.2 10.1 12.5
63 371.8° 356.0” 34327 368.2° 344.3° 363.4%
15.3 13.3 17.7 11.2 13.8 15.2
{63 - 0) 77.0 57.6 77.0 71.2 43.1 65.2

! Gruppi trattati: 0.1 g/d'ratio di Parmiziano Reggiano (PR} 0.2 g/d/ratto di PR; 0.4 g/d/ratto di PR;

0.6 g/d/ratto diPR.

“Controllo positive: 50 mg/kg di Pesocorporeo di captapril

iControllo negativo,

tettere indicano le differenze tra i gruppi entro | giorni di controllo: a, b =P < 0.05.

Tabella 2. Ls)lean # SEM della Pressione Sanguigna Diastolica in differenti gruppidi SHR

. Trattamento

Giorni i e . :
0.1} 0.2 0.4 .6 Captoprif  Acqua’
o 215.0 217.0 214.0 2170 2147 214.0

6.0 4.7 11 41 47 4.2
; 107233 10745 2083 10190+  180.1* 2013

6.7 6.2 5.5 43 6.2 50
21044 21084 20004 20864  1733% 22254

4 3.8 4.1 36 43 48 42
206.0% 106,13 10734 10844 17465 19084

-1 24 43 32 2.0 36 1.7
20444 20564 20274 102742 18158 21404

8 51 5.8 5.3 5.8 20 4.0
” 2104 20005 21424 20404 17508 21154

35 21 3.0 33 44 33 25
, 23254 22104 22064 220174 19008 217.04

42 41 20 25 34 3.0 33
22204 22804 20864 22384 170.68 22314

19 3.2 18 23 3.0 3.2 3.4
22365 21465 22684 22565 171L7B 22864

56 34 5.4 238 26 14 35
22404 227.8%4 23788 2268% 17988 21744

63 11 2.8 1.8 24 16 24
Med 214.3% 21374 21527 212.1F  180.3%  215.08

~edie 16 1.4 1.4 1.4 1.4 1.2

Geuppd trattati: 0.1 me d ratto 4i Parmiziane Ragzane (PR), (.2 mgdratto di PR; {4 mg d ratto 4i PR,

(.5 mg dratto di PR,

Controlle Positive: 30 mgke pesv corpores 4i Captopail

Controlle nagative.

Latters indizano diffarensys tra i gruppi entro 1l glomo del controllor a, b =P < 005 A B 001,
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Tabella 3. Ls\gan ¢ SEM delia Pressions Sanguigna Diastolica in differenei gruppi di SHR

L. Trattamento
Giomi . . ) - X
0.1 0.2} 0.4 0.6 CaptopriF  Acqua’
103 3 1929 196.8 2013 199.0 1073

0 92 74 7.15 6.3 7.2 6.5
18513 1835  180.7*  1725° 170  186.3%

7 7.7 70 6.6 53 72 7.8
193.8¢ 18542 180.0° 1727 1308  187.6

14 56 7.2 5.8 7.6 45 7.6
179.34 17204 16034 17004  1423%  182.04
21 47 128 6.9 5.3 7.7 70
17024 18248 17514 165843 1437 184.44

28 6.5 8.0 6.5 7.4 63 6.0
. 18024  191.04 18874 17204 14568 18444

33 52 48 45 8.4 41 53
206.84 20534 103.44% 20684 1624%  187.54

2 7.1 4.0 4.2 3.9 5.1 46
194740 21304 100gA  107.14% 14143 20384

49 5.0 1.7 50 6.3 40 46
) 197.55 18538 20304 20874 13478 20724

36 5.0 5.8 43 28 3,66 6.0
201,04 20484 21814 20444 16198  107.54

63 5.0 1.7 23 38 4.0 33
‘ 188.6*  192.3*  101.6°  188.8% 15108  189.2%

i 21 21 1.9 21 2.0 21

| “Gruppitrattati: 0.1 mg 3 ratto di Panmigianc Reggiano (PR): 0.0 mg 4 ratie 91 PR 0.4 mz & ratto 4i PR,

0.6 mz'dratte di PR

Controlio Positive: 30 mplg pase corporse 4i Captopeil

Controllo nagative.

Lattars indicano differencze tra § gruppi entro i giomeo 4l controllo: a, b =P < 065, A B« (.01,
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10.2 Attivita svolte (max

7 pag)

Work Package (WP) | Titolo WP Risultati Indicatori di verifica | UQ
PARTECIPANTI
1 “coordinamento” [ risultati ottenuti | Le azioni concordate | DAFNE
hanno mostrato | hanno permesso di
una buona | raggiungere
rispondenza con | obiettivi dichiarati.
gli obiettivi
specifici
dichiarati.
2. Valutazione La ricerca ha |l progetto DAFNE
dell’effetto permesso di | permesso di mettere a
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ipotensivo del
Parmigiano

accertare che la
somministrazion

punto una metodica
specifica per la

di divulgazione
attraverso  una
pubblicazione

scientifica sulla
rivista Journal of
Dairy Science (si

allega il
manoscritto
inviato alla
rivista).

realizzare un lavoro
scientifico dal titolo:
“Effect of Ingesting
Hard Cheese on
Blood Pressure in
Spontaneously
Hypertensive Rats”
inviato alla rivista J.
of Dairy Sci. per la
pubblicazione. Sara
realizzato, inoltre, un
seminario finale per
la presentazione dei
risultati.

Reggiano e di Parmigiano | ricerca di biopeptidi
Reggiano tal | nel sangue circolante.
quale a ratti | Gli esami eseguiti sul
ipertesi per un | sangue di  ratti
lungo periodo (10 | ipertesi, trattati con
settimane), non | differenti dosi  di
ha indotto una | Parmigiano
modificazione Reggiano, hanno
della  pressione | permesso
sanguigna  (sia | I'identificazione dei
sistolica sia | peptidi
diastolica). con potenziale

attivita ipotensiva.
3 sfruttamento [ risultati ottenuti | I risultati della ricerca | DAFNE
risultati saranno oggetto | hanno permesso di | CPR

10.3 Descrizione delle interazioni tra le UUOO partecipanti, eventuali collaborazioni esterne ed

imprese (inserire diagramma) max 1 pag

10.4 Ostacoli occorsi ed azioni correttive messe in atto (max 1 pag)

N° WP Ostacolo occorso Azione correttiva
Timbro Il responsabile di ges Il coordinatore di progetto
Istituzione

HOme e cognome;

Sfirma

firma

Prof./Alessa

o0 Nardone




2. Rendiconto complessivo di progetto

Periodo Intermedio Finale X

Costo congruo’

ricevuto®

Finanziamento Importo rendicontato

Uo1

U0 2

U03

U0 4

Uos

Totale

Personale a
tempo
indeterminato

Ricercatori

Tecnici

Pers.
auiliario

Personale a
tempo
determinato

Ricercatori

Tecnici

Pers.

ausiliario
Missioni nazionali ed estere
B) Subtotale
Personale

) Materiale d
consumo

1.500,00 1.485,00 1.510,12

=T

21.000,00 20.790,00 20.974,70

D) Attivita esterne
C1 - Consulenze

C2 — Convenzioni

C3 - Manutenzioni ecc.

D) Attrezzature

E) Spese generali 700,00 693,00 698,96

F) Cordinamento

TOTALE

23.000,00 22.968.00 A 23.183,78

A
Il responsabile E\ﬁ_ﬁ:&\c del delegato
/ff

nomie e cognome:
Prof. Nidol, ﬁ efera

Timbro Istituzione

Il Coordinatore di progetto
nome e cognome; ,

Prof.

lessan, Nardone

firma firma
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