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Abstract: Le statine, oltre ai loro principali effetti benefici ipolipemizzanti (riduzione dei
livelli di colesterolo e LDL), presentano numerosi effetti avversi i. Tra questi, il pit
comune € la miopatia scheletrica. I mitocondri non solo svolgono un ruolo fondamentale
negli effetti avversi sul muscolo scheletrico indotti dalle statine, ma sembrano anche
essere coinvolti negli effetti avversi delle statine sulla funzione cardiaca umana. Tutta-
via, dato che vie di fosforilazione ossidativa simili sono rilevanti nel muscolo scheletrico
e in quello cardiaco, non ¢ attualmente noto se il trattamento a lungo termine con statine
possa alterare il muscolo cardiaco. I prodotti naturali sono stati ampiamente utilizzati
nei disturbi del muscolo scheletrico grazie alle loro proprieta antiossidanti e antinfiam-
matorie. Lo scopo di questo studio era valutare gli effetti di una nuova formulazione
fitoterapica (PF) composta da oli essenziali di Curcuma e Boswellia, radice di Harpa-
gophytum procumbens e Bromelina sulla linea cellulare umana AC16 in un modello in
vitro di cardiomiopatia indotta da atorvastatina. I nostri risultati hanno mostrato che
l'atorvastatina ha ridotto la vitalita cellulare di circa il 50% e ha indotto la produzione di
ROS e danni strutturali mitocondriali. E interessante notare che 1'integrazione di cellule
con PF ha ridotto lo stress ossidativo del 20%, migliorato la rimodellazione e la funzione
mitocondriale e ripristinato I'espressione dell'asse Nrf2/HO-1/GPX4. Questi risultati
forniscono nuove informazioni sulla cardiomiopatia indotta da statine e suggeriscono
l'impiego del PF come agente promettente nel recupero della funzione cardiaca.
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L Iltter 2%%%(130(11}1%it0ri della 3-idrossi-3-metil-glutaril coenzima A reduttasi, inibitori
dell HMG-CoA reduttasi) compromettono la produzione di colesterolo inibendo la
sintesi di mevalonato, un intermedio critico nella via metabolica del colesterolo [1]. Le
statine sono tra i trattamenti pit1 efficaci per la prevenzione delle malattie cardiovascola-
ri, riducendo i trigliceridi plasmatici e inducendo un modesto aumento del colesterolo
legato alle lipoproteine ad alta densita (HDL). Oltre al loro effetto ipocolesterolemizzan-
te, & noto che le statine contribuiscono alla stabilizzazione delle placche aterosclerotiche,
al miglioramento della funzione endoteliale e mostrano effetti antinfiammatori, antiossi-
danti e antitrombotici [2,3]. Sebbene le statine siano generalmente considerate ben tolle-
rate, il loro ampio utilizzo ha evidenziato i loro effetti avversi. L'effetto collaterale piti
comune ¢ la miotossicita [4]. Si stima che il 15% degli utilizzatori di statine manifesti
effetti collaterali muscolari, tra cui mialgia e rabdomiolisi [5].
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Diversi meccanismi sono stati proposti come coinvolti nella miopatia indotta da
statine. Le statine causano l'inibizione dell HMG-CoA reduttasi, con conseguente ridu-
zione di diversi altri intermedi della via metabolica. L'effetto delle statine sulla via meta-
bolica del mevalonato riduce i livelli di CoQ10, inibisce i complessi della catena di
trasporto degli elettroni mitocondriali (ETC) aumentando la produzione di ROS, modifi-
ca il potenziale di membrana mitocondriale, diminuisce il numero di copie di DNA
mitocondriale (mtDNA), modifica la morfologia mitocondriale e rilascia citocromo c
[6,7]. Poiché il muscolo scheletrico consuma energia e dipende quindi strettamente
dall'attivita mitocondriale, la disfunzione mitocondriale gioca un ruolo fondamentale
nella patogenesi della miopatia indotta da statine, che compromette la funzione musco-
lare e ne influenza la morfologia. Diversi studi condotti sia in vitro che in vivo indicano
che lo stress ossidativo e la causa principale della tossicita associata alle statine [8,9].

Mthembu e colleghi hanno dimostrato che 1'uso prolungato di statine pudé compro-
mettere la funzione mitocondriale [10]. Nello specifico, le statine possono inibire 1'attivi-
ta del complesso mitocondriale III, un componente cruciale nella catena di trasporto
degli elettroni, con conseguente generazione di ROS. E interessante notare che & stato
dimostrato che dosi elevate di statine aumentano lo stress ossidativo riducendo il conte-
nuto di glutatione (GSH) e promuovendo la formazione di lipidi ossidati nel cervello e
nel plasma dei topi [8]. Tuttavia, gli effetti negativi delle statine sulla funzione mitocon-
driale dei cardiomiociti sono stati recentemente descritti in vitro e in vivo. Nei cardio-
miociti, dopo un'esposizione a lungo termine (7 settimane) nei topi, 1'inibizione della
segnalazione Akt/mTOR ha alterato l'ultrastruttura cardiaca e mitocondriale [11].
Inoltre, e stato dimostrato che le statine hanno aumentato significativamente il rilascio di
troponina cardiaca dopo esercizio fisico moderato negli esseri umani [12]. Tra le diverse
statine, l'atorvastatina & una statina lipofila con maggiore affinita di legame per
'HMG-CoA reduttasi. E stato riportato che 'atorvastatina induce ferroptosi riducendo
le difese antiossidanti cellulari e aumentando la perossidazione lipidica e la disfunzione
mitocondriale, portando alla morte delle cellule muscolari [13].

Mentre gli effetti avversi delle statine sul muscolo scheletrico hanno ricevuto molta
attenzione, si sa ancora molto poco sugli effetti sul cuore, il muscolo pit1 sollecitato del
nostro corpo. E ampiamente riconosciuto che lo stress ossidativo gioca un ruolo signifi-
cativo nello sviluppo della cardiomiopatia e rappresenta una delle cause piti importanti
di apoptosi dei cardiomiociti [14]. Lo stress ossidativo pud danneggiare i cardiomiociti
attraverso vari meccanismi, tra cui la perossidazione lipidica, 1'ossidazione proteica e il
danno al DNA. I mitocondri sono particolarmente vulnerabili allo stress ossidativo e la
loro disfunzione pud peggiorare la condizione. Prove sempre pitt numerose indicano
che le sirtuine svolgono un ruolo chiave nello stress ossidativo. Uno studio su topi
knockout per SIRT1, specifici per il cuore, ha dimostrato che SIRT1 potrebbe promuove-
re l'espressione di geni correlati ai mitocondri, come il fattore respiratorio nucleare 2
(N1f2) e il fattore di trascrizione mitocondriale A (Tfam), favorendo la cardiomiopatia
tramite la deacetilazione di PGC-1a. Inoltre, la via SIRT1/PGC-1a ¢ coinvolta anche
nell'inibizione della fissione mitocondriale e dell'apoptosi nei cuori diabetici [15].

I prodotti naturali sono da secoli fonti interessanti per contrastare diverse patologie,
grazie alla loro grande diversita strutturale e funzionale e ai limitati effetti avversi sugli
esseri umani. Ad oggi, alcuni composti naturali, come terpenoidi, polifenoli (resveratro-
lo, curcumina), flavonoidi (quercetina, apigenina), vitamina D, ecc., sono ampiamente
noti per promuovere la forza muscolare, la biogenesi mitocondriale e per ridurre la
produzione di perossido di idrogeno e l'infiammazione nel muscolo scheletrico [16]. In
particolare, & stato dimostrato che la quercetina riduce la produzione di ROS/RNS e il
rapporto X (Bax)/Bcl-2 associato a Bcl-2, sopprimendo l'apoptosi nella linea cellulare
C2C12. Inoltre, e stato dimostrato che il resveratrolo produce effetti cardiaci benefici
migliorando 1'attivazione di SIRT1 [17]. E stato riportato che I'acido ursolico, un triterpe-
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noide lipofilo pentaciclico, aumenta la quantita di grasso bruno nel muscolo scheletrico
aumentando l'espressione della proteina disaccoppiante 1 (UCP1) e il contenuto di GSH
nei mitocondri, contribuendo alla biogenesi mitocondriale e riducendo lo stress ossidati-
vo [16]. Tuttavia, I'evidenza dell'applicazione di composti naturali nel trattamento della
miocardite non é stata pienamente stabilita.

Poiché i potenziali effetti cardiaci dannosi delle statine, emersi in diversi studi in
vitro e in vivo su animali, non sono stati osservati clinicamente, & necessario comprender-
ne meglio i meccanismi sottostanti, in particolare quelli che proteggono il cuore [18]. Lo
scopo di questo studio era di indagare gli effetti protettivi di una nuova formulazione
fitoterapica naturale (PF), che include gli oli essenziali di Curcuma e Boswellia, la radice
di Harpagophytum procumbens e la Bromelina, su un modello di danno cardiaco indotto
da atorvastatina nella linea cellulare umana AC16.

2. Risultati
2.1. Capacita di scavenging dei composti fitoterapici mediante saggio DPPH

La capacita degli estratti fitoterapici di agire come antiossidanti ¢ stata valutata utiliz-
zando il saggio di scavenging dei radicali DPPH. Il test DPPH ha rivelato che gli oli essen-
ziali di Curcuma e Boswellia e l'estratto di radice di Harpagophytum procumbens hanno
mostrato significativi effetti scavenger contro il radicale DPPH, con valori di EC50 pari
rispettivamente a 0,4 +0,03% e 0,13 +0,02% (Figura 1A, B). Al contrario, la bromelina non
ha mostrato un'apprezzabile attivita scavenger contro i radicali nell'intervallo di concen-
trazioni testate (EC50 > 100 pg/mL) (Figura 1C).
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Figura 1. Attivita scavenger dei composti fitoterapici contro i radicali DPPH.

11 test DPPH é stato utilizzato per studiare la capacita antiossidante di (A) oli essenziali di
Curcuma e Boswellia, (B) estratto di radice di Harpagophytum procumbens e (C) bromelina.
I dati sono espressi come inibizione del DPPH (%) + DS (n = 3).

2.2. Valutazione della compatibilita cellulare della formulazione fitoterapica (PF):
Studio dose-risposta sulla linea cellulare AC16

Al fine di identificare una dose compatibile ed efficace della formulazione fitoterapi-
ca (PF) per la linea cellulare AC16, la vitalita cellulare e l'attivita antiossidante basale
dopo la somministrazione di PF sono state analizzate utilizzando rispettivamente i saggi
Trypan Blue e DCFH-DA.

Come riportato in Figura 2A, non sono stati osservati effetti citotossici significativi
sulla vitalita cellulare con le diluizioni seriali di PF testate (1:200 e 1:100) dopo 24 ore di
trattamento. Tuttavia, la concentrazione pit1 elevata di PF (1:50) ha mostrato una riduzio-
ne della vitalita cellulare di circa il 40%, come confermato anche dalle immagini di micro-
scopia ottica (Figure 2A, B). Per quanto riguarda le proprieta antiossidanti del PF, le
concentrazioni pitt basse testate (1:100 e 1:200) hanno confermato l'attivita scavenger
degli estratti fitoterapici. La Figura 2C mostra una riduzione basale dei livelli intracellula-
ri di ROS rispetto alla condizione di controllo durante 1 ora di integrazione con PF. Sulla
base di questi risultati, il PF diluito 1:100 e stata la concentrazione scelta per i seguenti
esperimenti.
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Figura 2. Valutazione della vitalita cellulare e delle proprieta antiossidanti del PF nelle cellule
AC16. (A) Il Trypan Blue ¢ stato utilizzato per monitorare la vitalita delle cellule AC16 umane
dopo 24 ore di trattamento a diverse diluizioni di PF. (B) Immagini in campo chiaro ottenute
mediante microscopia ottica dopo 24 ore di trattamento con PF. Barra di scala: 100 pm. (C)
Livelli di ossidazione intracellulare durante 1 ora di incubazione con PF nelle cellule AC16.

I dati raccolti sono presentati come media + DS (n = 3).

2.3. L'atorvastatina induce danno alle cellule AC16 in modo dose-dipendente

Al fine di valutare la miotossicita dell'atorvastatina (ATO) nella linea cellulare AC16,
abbiamo inizialmente eseguito test di vitalita cellulare dopo 24 ore con concentrazioni
crescenti di ATO (1,25, 2,5, 5, 10 e 20 uM). I risultati riportati in Figura 3A mostrano una
riduzione dose-dipendente delle cellule vitali, ma solo la concentrazione piu elevata ha
soppresso significativamente la vitalita cellulare di AC16 di circa il 40% rispetto alla
condizione di controllo (*p < 0,05). Nella Figura 3B, sono mostrate le immagini in campo
chiaro di AC16 ottenute con un microscopio invertito. Dosi crescenti di ATO hanno
causato cambiamenti anomali progressivi, come la forma rotonda delle cellule, il restrin-
gimento cellulare e una riduzione della densita. L'analisi al microscopio a fluorescenza
con marcatura con falloidina del citoscheletro di actina ha inoltre confermato le alterazio-
ni della struttura morfologica.

In Figura 3C, e possibile osservare che, nelle cellule di controllo AC16, I'F-actina era
distribuita in modo omogeneo, circondando la cellula e formando una banda di actina
completa e continua. D'altra parte, il trattamento cellulare con le pit1 elevate concentrazio-
ni di ATO (10 e 20 uM) per 24 ore ha portato a una distribuzione disordinata dell'F-actina
con perdita completa della struttura citoscheletrica dell'F-actina nelle cellule trattate con
20 pM. Inoltre, I'analisi citofluorimetrica del colesterolo intracellulare totale ha conferma-
to una marcata riduzione del colesterolo intracellulare con 20 pM di ATO rispetto alle
condizioni di controllo (Figura 3D). Inoltre, il test di fluorescenza DCFH-DA ha rivelato
che la somministrazione di 20 pM di ATO alle cellule AC16 ha portato all'induzione
precoce di ROS, come documentato dal significativo incremento dei livelli di ossidazione
intracellulare dopo 1 ora di trattamento (*** p < 0,001) (Figura 3E). Pertanto, la concentra-
zione scelta per i seguenti esperimenti € stata di 20 uM di ATO.
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Figura 3. Studio dose-risposta dell'ATO nella linea cellulare AC16. (A) Il blu di tripano & stato
utilizzato per valutare la vitalita delle cellule AC16 umane dopo 24 ore di trattamento a concen-
trazioni crescenti di ATO. * p < 0,05 rispetto al controllo. I dati sono espressi come media + DS (n
= 3). (B) Immagini in campo chiaro di cellule AC16 trattate per 24 ore con concentrazioni crescen-
ti di ATO. Barra di scala: 100 pm. (C) Immagini rappresentative della colorazione immunofluore-
scente per F-actina (verde) con colorazione nucleare (rosso) in vari gruppi (ingrandimento 63x.
Barra di scala: 20 um). (D) Istogrammi rappresentativi della citometria a flusso della fluorescenza
del colesterolo Bodipy-TopFluor nelle cellule di controllo (linea blu) e nelle cellule trattate con 20
M di ATO (linea verde). (E) L'istogramma mostra l'incremento di ROS intracellulari dopo 1 ora
di incubazione con 20 uM di ATO (** p < 0,001 rispetto al controllo). I dati raccolti sono presen-
tati come media = DS (n = 3).

2.4. Effetto della formulazione fitoterapica sulla vitalita cellulare e sulla produzione di ROS nelle

cellule trattate con ATO

I primo obiettivo del nostro studio era determinare I'effetto del PF sulla morte cellula-
re e sullo stato ossidativo contro il danno indotto da ATO nelle cellule AC16. I test di vitali-
ta cellulare sono stati eseguiti dopo 24 ore di trattamento con ATO 20 pM e ulteriori 24 ore
con o senza supplementazione di PF (1:100). I risultati riportati in Figura 4A hanno confer-
mato la riduzione delle cellule vitali con trattamento con ATO a circa il 50% rispetto alla
condizione di controllo (**** p <0,0001). Tuttavia, il recupero con PF non sembrava influen-
zare la vitalita cellulare (**** p < 0,0001 vs. Ctr). Anche il test CCK-8 ha confermato i dati
che mostravano una significativa riduzione della presenza di ATO e anche delle cellule
recuperate con PF (Figura 4B). Nella Figura 4C, sono mostrate immagini rappresentative in
campo chiaro di cellule AC16 ottenute con il microscopio invertito. Successivamente,
abbiamo valutato la produzione intracellulare di ROS monitorando le variazioni della
fluorescenza di DCF-DA per dimostrare se il PF attenuasse lo stress ossidativo indotto da
ATO nelle cellule AC16 (Figura 4D). Le cellule trattate con 20 uM di ATO hanno mostrato
un notevole aumento dell'intensita della fluorescenza di DCF-DA rispetto alle cellule di
controllo. E interessante notare che il recupero con PF ha ridotto significativamente la
generazione di ROS (*** p < 0,001)
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Figura 4. Valutazione della vitalita cellulare e delle proprieta antiossidanti del PF nelle cellule
trattate con ATO. (A) Il Trypan Blue é stato utilizzato per valutare la vitalita delle cellule AC16
dopo il trattamento con ATO in seguito al recupero con o senza PF. **** p < 0,0001 rispetto al
controllo. I dati raccolti sono presentati come media + DS (n = 3). (B) Saggio CCK-8 per valutare
la proliferazione delle cellule AC16 dopo il trattamento con ATO in seguito al recupero con o
senza PF. ** p < 0,01, *** p < 0,0001 rispetto al controllo. I dati raccolti sono presentati come
media + DS (n = 3). (C) Immagini rappresentative in campo chiaro di cellule AC16 ottenute
utilizzando la microscopia invertita per ciascuna condizione. Barra della scala: 100 um. (D)
Livelli di ossidazione intracellulare dopo 1 ora di incubazione con ATO con o senza sommini-
strazione di PF nelle cellule AC16. ** p < 0,001 vs. controllo; *** p < 0,001 vs. ATO. I dati raccolti
sono presentati come media + DS (n = 3).

2.5. Il PF preserva l'ultrastruttura mitocondriale nelle cellule trattate con ATO

E stata eseguita una microscopia elettronica a trasmissione (TEM) per studiare le
caratteristiche morfologiche e le alterazioni mitocondriali dopo i trattamenti con ATO e
PF. Come mostrato in Figura 5, le cellule di controllo AC16 e quelle trattate con PF presen-
tavano strutture di membrana cellulare regolari e la presenza di organelli citoplasmatici
ben conservati (Figure 5A, B). In particolare, numerosi mitocondri tubulari con creste
parallele sono comparsi dopo l'integrazione con PF (Figura 5B). Nelle cellule trattate con
ATO sono state osservate evidenti alterazioni morfologiche nella struttura della membra-
na cellulare e numerosi mitocondri rimpiccioliti con aumento della densita di membrana
(Figura 5C, asterischi rossi). Il trattamento con PF ha ridotto notevolmente il danno mito-
condriale indotto da ATO, aumentando la lunghezza mitocondriale e 1'organizzazione
tubulare con creste regolari (Figura 5D,E, asterischi verdi).
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Figura 5. Immagini di microscopia elettronica a trasmissione dell'ultrastruttura mitocondriale
nelle cellule AC16. Le immagini dell'ultrastruttura di una cellula di controllo (A) e di una cellula
trattata con PF (B) mostrano una morfologia cellulare regolare e mitocondri sani nelle cellule
AC16. Le cellule trattate con ATO presentavano una morfologia alterata e numerosi mitocondri
rimpiccioliti con aumentata densita di membrana (C), asterischi rossi). L'integrazione con PF ha
ridotto il danno mitocondriale indotto da ATO, con una maggiore organizzazione tubulare e
mitocondri allungati con creste dritte e parallele (D,E) asterischi verdi). AV, vacuolo autofagico; G,
apparato di Golgi; M, mitocondri; ER, reticolo endoplasmatico; N, nucleo. Barre di scala: 1 e 2 pm.

2.6.11 PF inverte la disfunzione mitocondriale indotta dall’atorvastatina migliorando il
rimodellamento mitocondriale.

I cambiamenti morfologici osservati mediante microscopia elettronica sono stati
analizzati mediante microscopia confocale misurando il parametro del fattore di forma
(FF) (Figura 6A,B). La colorazione mitocondriale ha rivelato mitocondri danneggiati e
frammentati nelle cellule trattate con ATO, con una significativa riduzione del fattore di
forma rispetto alla condizione di controllo (Figura 6A,B; **** p < 0,0001).

L'integrazione con PF é stata in grado di migliorare il parametro del fattore di forma,
indicando una morfologia mitocondriale meglio conservata e allungata (Figura 6A,B; *** p
< 0,001 rispetto ad ATO).

Abbiamo anche esaminato la proteina MFN2, fattore correlato alla fusione mitocon-
driale, mediante immunofluorescenza confocale. Le immagini hanno confermato che le
cellule integrate con PF presentavano un livello di marcatura pit1 elevato rispetto alle cellu-
le trattate con ATO, come rivelato dalla marcatura puntata citoplasmatica della proteina
MEN2 (Figura 6C, inserto ingrandito), suggerendo che la somministrazione di PF fosse in
grado di migliorare il processo dinamico mitocondriale. Per indagare la funzione mitocon-
driale, e stato valutato il potenziale di membrana mitocondriale (MMP). La colorazione
con TMRE ha rivelato che 'MMP é diminuito drasticamente dopo il trattamento con ATO,
mentre l'integrazione con PF ha influenzato 'MMP, aumentandone i livelli (Figura 6D, ****
p <0,0001 vs. Ctr; ** p < 0,01 vs. ATO). Inoltre, abbiamo analizzato 'espressione di SIRT1
per indagare la biogenesi mitocondriale. I risultati hanno mostrato che ' ATO ha ridotto
significativamente l'espressione di SIRT1 e che il recupero con PF ha indotto un marcato
aumento della sua espressione (Figura 6E, **p < 0,01 vs. Ctrl e ATO).
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Figura 6. Effetto del PF sulla rete mitocondriale nelle cellule trattate con ATO. (A) Immagini
confocali rappresentative della morfologia mitocondriale in cellule Ctrl, PF, ATO e ATO+PF. Le
cellule sono state colorate con 200 nM di MitoTracker Deep Red (MTDR). Barre di scala: 25/50
pm. (B) Rappresentazione schematica del significato morfologico del fattore di forma (FF) e della
sua quantificazione in cellule Ctrl, PF, ATO e ATO+PF. **** p < 0,0001 rispetto alle cellule di
controllo; *** p < 0,001 rispetto alle cellule ATO. I dati sono espressi come media + DS (n = 3). (C)
Immagini confocali della localizzazione intracellulare di MFN2 in cellule Ctrl, PF, ATO e
ATO+PF. Barre di scala: 25 pm. (D) Quantificazione della fluorescenza TMRE nelle cellule Ctrl,
PF, ATO e ATO+PF. **** p < 0,0001 rispetto alle cellule di controllo; ** p < 0,01 rispetto alle cellule
ATO. I dati sono espressi come media + DS (n = 3). (E) Quantificazione relativa dei livelli di
espressione di mRNA di SIRT1 dopo 24 ore di trattamento con ATO con o senza supplementazio-
ne di PF. I dati sono espressi come media + DS (n = 3). * p < 0,05, ** p < 0,01 rispetto alle cellule di
controllo; ** p < 0,01 rispetto alle cellule ATO.

2.7.PF ripristina la via Nrf2/HO-1/GPX4 coinvolta nella miotossicita indotta da ATO

La valutazione dei livelli di espressione di mRNA dei geni correlati alla via Nrf2 dopo
24 ore dal trattamento con ATO ha dimostrato una significativa sovraregolazione del fatto-
re di trascrizione Nrf2 (*** p < 0,001) e degli enzimi inducibili a valle GPX4 (** p < 0,01) e
HO-1 (** p < 0,0001) rispetto alla condizione di controllo. Il recupero con la somministra-
zione di PF ha ripristinato l'espressione dei geni correlati alla via Nrf2, riducendo significa-
tivamente 1'espressione di Nrf2 (* p < 0,05) e HO-1 (** p < 0,001) (Figura 7A-C).
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Figura 7. PF ripristina I'espressione di Nrf2, HO-1 e GPX4 indotta da ATO. Quantificazione
relativa dei livelli di espressione di mRNA di Nrf2 (A), HO-1 (B) e GPX4 (C) dopo 24 ore di
trattamento con ATO con o senza supplementazione di PF. I dati sono espressi come media + DS
(n=3). " p <0,01, ** p <0,001, *** p <0,0001 rispetto alle cellule di controllo; * p < 0,05, *** p <
0,001 rispetto alle cellule ATO.

3. Discussione

La disfunzione mitocondriale gioca un ruolo fondamentale nelle miopatie indotte da
statine e nei disturbi muscolo-scheletrici, poiché queste attivita dipendono strettamente dai
mitocondri [6]. Nonostante I'ampio utilizzo delle statine, la patogenesi della cardiomiopatia
indotta da statine rimane sconosciuta. Nel presente studio, i nostri risultati hanno mostrato che
l'esposizione delle cellule AC16 ad alte concentrazioni di atorvastatina ha influenzato la vitali-
ta cellulare e indotto danni cellulari. Inoltre, abbiamo dimostrato che I'atorvastatina ha aumen-
tato la produzione di ROS e indotto la perdita di integrita del citoscheletro. Studi precedenti
hanno dimostrato che la somministrazione di atorvastatina in diversi modelli cellulari aumen-
ta lo stress ossidativo, riducendo i livelli di GSH e aumentando la perossidazione lipidica
[13,19]. L'accumulo massiccio di ROS intracellulari e di perossidazione lipidica associato a una
diminuzione della capacita antiossidante & generalmente definito ferroptosi [20].

Oltre all'instabilita della membrana plasmatica e al riarrangiamento del citoscheletro, la
condensazione mitocondriale, la formazione di massa elettrondensa e le alterazioni delle
creste mitocondriali [21] sono caratteristiche tipiche della ferroptosi. La nostra analisi micro-
scopica fornisce prove convincenti che un'elevata concentrazione di atorvastatina influisce
sulla struttura e sulla rete mitocondriale nei cardiomiociti AC16 umani. Mitocondri sani e
funzionanti sono essenziali per il recupero e la rigenerazione dopo una malattia acuta. Ad
oggi, alcuni composti naturali, come terpenoidi [22], polifenoli [23], flavonoidi [24], alcaloidi
[25], vitamina D [26], ecc., sono ampiamente noti per promuovere la forza muscolare, la bioge-
nesi mitocondriale e ridurre la produzione di perossido di idrogeno, nonché l'infiammazione
nei muscoli scheletrici. In questo studio, abbiamo indagato I'effetto di una formulazione fitote-
rapica naturale a base di oli essenziali di Curcuma e Boswellia, radice di Harpagophytum
procumbens e Bromelina sulla cardiomiopatia indotta da atorvastatina nella linea cellulare
umana AC16.

I risultati hanno dimostrato che la combinazione sinergica di questi estratti & stata in
grado di migliorare il recupero dei cardiomiociti in seguito a danno da atorvastatina, riducen-
do la produzione di ROS e preservando i mitocondri. Nello specifico, abbiamo scoperto che il
PF ha aumentato la MMP e indotto I'espressione di SIRT1. Inoltre, nelle cellule AC16 trattate
con gli estratti fitoterapici si e verificato un esteso rimodellamento mitocondriale associato a
un aumento della mitofusina MFN2. SIRT1 & un importante regolatore della biogenesi mito-
condriale e del metabolismo lipidico [27]. SIRT1 ha effetti protettivi sul metabolismo energeti-
co e sulla resistenza cardiaca allo stress. Puod proteggere il cuore dai danni da I/R sovrarego-
lando gli antiossidanti, riducendo le molecole e i processi apoptotici, inducendo l'autofagia e
riducendo lo stress ossidativo. La sovraespressione di SIRT1 nei cardiomiociti riduce significa-
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tivamente 1'acetilazione di Nrf2, esercitando effetti cardioprotettivi attraverso la regolazione
dello stress ossidativo. La sovraespressione di SIRT1 riduce contemporaneamente il danno
ossidativo e sopprime la segnalazione PERK/elF2a/ ATF 4, riducendo il danno I/R e miglio-
rando la funzione cardiaca [28].

Nrf2 & un fattore di trascrizione considerato un importante fattore regolatore nella prote-
zione antiossidante cellulare e svolge un ruolo chiave nella ferroptosi [29]. Nrf2 svolge anche
un ruolo importante nel supportare la struttura e la funzione dei mitocondri sottoposti a
stress [30]. In condizioni di stress ossidativo, Nrf2 viene attivato, promuovendo la trascrizione
dei suoi geni bersaglio a valle, GPx4 e HO-1, correlati alla ferroptosi [31,32]. Nei nostri risulta-
ti, 1 geni correlati al pathway di Nrf2 sono stati significativamente sovraregolati nel recupero
dopo il trattamento con atorvastatina, mentre l'integrazione con PF ha sostituito questa attiva-
zione, dimostrando l'attivita antiossidante di PF nel mitigare lo stress ossidativo. Questo
studio presenta principalmente due limitazioni. In primo luogo, la nostra indagine si e
concentrata sull'attivita antiossidante di PF e sul suo effetto protettivo sui mitocondri, esami-
nando la regolazione dell'asse Nrf2/HO-1/GPX4. Tuttavia, sono necessarie ulteriori indagini
per caratterizzare meglio il processo di ferroptosi analizzando la perossidazione lipidica.
Inoltre, & necessario 1'impiego di modelli animali per convalidare i nostri risultati sperimentali
sul recupero del danno cardiaco dopo somministrazione di PF.

4. Materiali e metodi

4.1. Composizione della formulazione fitoterapica

Gli estratti fitoterapici sono stati forniti da GALA Cosmetic srl (Forli-Cesena, Italia)

e gentilmente concessi da Kiron Wellness Lab srl (Bologna, Italia). La descrizione detta-
gliata della formulazione fitoterapica (ovvero nome ed elenco dei composti, numero di
prodotto e di lotto, nonché valutazioni qualitative e chimiche) e fornita nei Materiali supple-
mentari (File S1, File S2, File S3, File S4).

La formulazione di partenza degli estratti fitoterapici era composta al 5% da oli essenziali
di Curcuma e Boswellia, al 5% da estratto di radice di Harpagophytum procumbens e all'1%
da Bromelina in terreno di coltura. Questa formulazione di partenza € stata successivamente
diluita 1:50, 1:100 e 1:200 per ottenere le soluzioni di lavoro testate.

4.2. Test DPPH

La capacita antiossidante degli estratti fitoterapici & stata valutata in un sistema cell-free
utilizzando il test di scavenger dei radicali 2,2-difenil-1-picril-idrazil idrato (DPPH), come
precedentemente descritto [33]. Il DPPH (100 pM, Sigma-Aldrich, Milano, Italia) e le diluizioni
dell'estratto sono state preparate in etanolo. L'effetto scavenger ¢ stato espresso come

% = [(OD 517 nm controllo)—(OD 517 nm campione/OD 517 nm controllo)] x 100 ed e
stato quindi calcolato il valore di EC50.

4.3. Coltura cellulare

Le cellule cardiomiocitarie umane AC16 sono state coltivate in DMEM/F12 supplemen-
tato con il 12,5% di siero bovino fetale, L-glutammina (100 mM) e 1'1% di antibiotici (penicillina
e streptomicina). Le cellule sono state incubate in atmosfera umidificata al 5% di CO2 a 37 °C.
All'80% di confluenza, le cellule sono state staccate con tripsina-EDTA, lavate e subcoltivate in
nuove fiasche per 1-2 giorni prima degli esperimenti.

4.4. Modello in vitro di miopatia indotta da atorvastatina e trattamenti con Csell

L'atorvastatina e stata ottenuta da Sigma (St. Louis, MO, USA) ed ¢ stata disciolta in dime-
tilsolfossido (DMSO) per ottenere soluzioni di trattamento con una concentrazione finale di
DMSO dello 0,1% per tutti i trattamenti. Le cellule AC16 sono state trattate con concentrazioni
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crescenti di atorvastatina (1,25, 2,5, 5, 10 e 20 pM) per 24 ore. Dopo il trattamento, le cellule
sono state incubate per ulteriori 24 ore con o senza la formulazione fitoterapica diluita 1:100 e
quindi analizzate.

4.5. Test del blu di tripano

La vitalita cellulare ¢ stata valutata risospendendo le cellule in un volume equivalente di
soluzione di blu di tripano allo 0,4% e quindi contate utilizzando una camera di Burker. 1l
numero di cellule vitali nella condizione di controllo € stato impostato al 100%.

4.6. Saggio con il Cell Counting Kit-§

La vitalita cellulare ¢ stata valutata utilizzando il Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Sigma-Al-
drich, St. Louis, MO, USA, n. 96992). Il reagente, WST-8, viene ridotto dalle deidrogenasi nelle
cellule per dare formazano, un prodotto di colore giallo. Le cellule sono state piastrate su
piastre da 96 pozzetti a una densita di 7000 cellule/pozzetto. Dopo il trattamento, 10 L di
soluzione di CCK-8 sono stati aggiunti a ciascun pozzetto. Dopo 2 ore di incubazione a 37 °C,
l'assorbanza e stata misurata a 450 nm utilizzando un fotometro per micropiastre (Multiskan
FC, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). La vitalita cellulare delle cellule trattate &
stata confrontata con quella delle cellule di controllo.

4.7. Saggio DCF-DA

I livelli intracellulari di ROS sono stati analizzati con 2',7'-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA, Sigma-Aldrich, Milano, Italia), una sonda non fluorescente permeabile alle cellule
che si trasforma in 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) altamente fluorescente dopo ossidazione
[34]. In breve, le cellule (7000/pozzetto) in piastre nere da 96 pozzetti sono state incubate con
DCFH-DA (5 uM) per 30 minuti a 37 °C. Dopo la rimozione della sonda in eccesso, le cellule
sono state trattate con atorvastatina per 1 ora. Dopo il trattamento, le cellule sono state incuba-
te per un'ulteriore ora con o senza la miscela di estratti naturali e 'emissione di fluorescenza &
stata quindi analizzata a 485/520 nm utilizzando un lettore di piastre multipozzetto FluoStar
Optima (BMG Labtech, Ortenberg, Germania).

4.8. Analisi citometrica basata su immagini Tali

Le cellule sono state piastrate su piastre a sei pozzetti a una densita di 1 x 105 cellule/poz-
zetto. Al termine del trattamento, le cellule sono state staccate, risospese in 2,5 1M di colestero-
lo Bodipy-TopFluor (Avanti Polar Lipids) e incubate per 30 minuti a temperatura ambiente. La
fluorescenza ¢ stata acquisita da un citometro basato su immagini Tali™ (Thermo Fisher) e i
dati sono stati analizzati con il software di analisi per citometria a flusso (Floreada.io, FCS 3.0).

4.9. Saggio TMRE

Il potenziale di membrana mitocondriale é stato misurato con tetrametilrodamina, estere
etilico (TMRE, Thermo Fisher Scientific, #1669), un colorante fluorescente rosso-arancio
facilmente sequestrato dai mitocondri attivi. Le cellule sono state piastrate su piastre nere a 96
pozzetti a una densita di 7000 cellule/pozzetto. Dopo il trattamento, le cellule sono state
incubate con TMRE (100 nM) per 30 minuti a 37 °C. Dopo la rimozione della sonda in eccesso,
I'emissione di fluorescenza é stata analizzata a 544/590 nm ex/em utilizzando un lettore di
piastre multipozzetto FluoStar Optima (BMG Labtech, Ortenberg, Germania).

4.10. Valutazione dei mitocondri mediante colorazione MitoTracker Deep Red (MTDR)

Le cellule AC16 (1 x 105 cellule/pozzetto) sono state seminate in camere a fondo di vetro
(MatTek Corporation, Ashland, MA, USA). Dopo il trattamento, le cellule sono state marcate
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con 200 nM di MTDR MitoTracker Deep Red (MTDR; Molecular Probes) a 37 °C per 30
minuti e osservate al microscopio confocale (TCS SP5 11, Leica Microsystem, Wetzlar, Germa-
nia). Le immagini sono state analizzate con il software NIH-Image J v1.54f (National Institu-
tes of Health, Bethesda, MD, USA). 1l fattore di forma (FF) & stato misurato dall'area (Am) e
dal perimetro (Pm) dei mitocondri utilizzando la formula: FF = Pm?/4mwAm. Bassi valori di FF
indicano una progressiva perdita di morfologia e funzione dei mitocondri.

4.11. Microscopia elettronica a trasmissione (TEM)

Le cellule AC16 sono state seminate su vetro a una densita di 1 x 10X e lasciate aderire per
24 ore. Dopo il trattamento, le cellule sono state prefissate con glutaraldeide al 2,5% per 1 ora
a temperatura ambiente. Le cellule sono state quindi lavate con PBS, fissate con OsOX! all'1%
per 1 ora, disidratate con una serie di concentrazioni crescenti di etanolo (50-100%) e infine
incluse in araldite. I blocchi di resina sono stati sezionati in sezioni semi-sottili (1-2 pm), colora-
ti con blu di toluidina all'1% ed esaminati al microscopio ottico. Sezioni ultrasottili (70-80 nm)
sono state raccolte su griglie di nichel da 400 mesh, colorate con UranyLess e citrato di piombo
e osservate al microscopio elettronico a trasmissione (Philips CM10 a 80 kV). Le micrografie
elettroniche digitali sono state registrate con una fotocamera SIS MegaView III (Soft Imaging
System, Singapore).

4.12. PCR in tempo reale

Le cellule sono state piastrate su piastre a 6 pozzetti a una densita di 1 x 105 cellule/poz-
zetto. Dopo il trattamento, I'RNA totale ¢ stato estratto utilizzando il kit RNeasy Plus Mini
(Qiagen, Milano, Italia) e il cDNA é stato preparato utilizzando la miscela PrimeScript RT
Master Mix (Takara, Giappone). La RT-PCR quantitativa e stata eseguita utilizzando il sistema
QuantStudiol Real-Time PCR (Thermo Fisher, Milano, Italia). L'espressione di mRNA dei
geni target [glutatione perossidasi 4 (GPX4), eme ossigenasi-1 (HO-1), fattore nucleare eritroi-
de 2 correlato al fattore 2 (Nrf2) e sirtuina 1 (SIRT1)] & stata normalizzata a quella di GAPDH e
i relativi livelli di espressione genica target sono stati calcolati utilizzando il metodo 2AACT
[35]. Le sequenze dei primer sono riportate nella Tabella 1. Tutte le procedure sono state
eseguite secondo le istruzioni del produttore.

Tabella 1. Sequenze del gene target e dei primer.

Gene Target Sequenza del primer FWD (5'—3') Sequenza del primer REV (5'— 3')

GPX4 CTTCCCGTGTAACCAGTTCG TCACGCAGATCTTGCTGAAC
HO-1 ATGACACCAAGGACCAGAGC GTGTAAGGACCCATCGGAGA
Nrf2 AAACCAGTGGATCTGCCAAC ACGTAGCCGAAGAAACCTCA
SIRT1 CCGGATTTGAAGAATGTTGG  ATCTGCTCCTTTGCCACTCT
GAPDH AGGTCGGAGTCAACGGAT TCCTGGAAGATGGTGATG

4.13. Analisi dell immunofluorescenza della falloidina

Le cellule sono state coltivate su piastre MatTek con fondo in vetro da 35 mm (MatTek
Corporation; densita: 1 x 105 cellule/pozzetto). Dopo il trattamento, le cellule sono state lavate
con PBS, fissate per 15 minuti in paraformaldeide al 4% e permeabilizzate con TRITON X-100
allo 0,1% per 10 minuti. Le cellule sono state quindi colorate per F-actina mediante incubazio-
ne con soluzione di falloidina-FITC (P5282, Sigma-Aldrich) (300 nM) per 40 minuti a tempera-
tura ambiente e marcate con il colorante nucleare DRAQ5 (Thermo Fisher, 62251) per 10
minuti a temperatura ambiente. Infine, le cellule sono state osservate e analizzate al microsco-
pio confocale Leica TCS SP5 1.
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4.13. Analisi dell immunofluorescenza della falloidina

Le cellule sono state coltivate su piastre MatTek con fondo in vetro da 35 mm (MatTek
Corporation; densita: 1 x 105 cellule/pozzetto). Dopo il trattamento, le cellule sono state
lavate con PBS, fissate per 15 minuti in paraformaldeide al 4% e permeabilizzate con TRITON
X-100 allo 0,1% per 10 minuti. Le cellule sono state quindi colorate per F-actina mediante
incubazione con soluzione di falloidina-FITC (P5282, Sigma-Aldrich) (300 nM) per 40 minuti
a temperatura ambiente e marcate con il colorante nucleare DRAQ5 (Thermo Fisher, 62251)
per 10 minuti a temperatura ambiente. Infine, le cellule sono state osservate e analizzate al
microscopio confocale Leica TCS SP5 I1.

4.14. Immunofluorescenza MFN2

Le cellule sono state coltivate su piastre MatTek con fondo in vetro da 35 mm (MatTek
Corporation; densita, 1 x 105 cellule/pozzetto). Le cellule sono state fissate per 15 minuti con
paraformaldeide al 4% (v/v) e quindi permeabilizzate con Triton X-100 allo 0,1% per 15
minuti a temperatura ambiente. Dopo il trattamento, le cellule sono state lavate e incubate con
soluzione bloccante (PBS contenente BSA al 2% p/v) per 60 minuti. Le cellule sono state
quindi incubate per una notte a 4 °C con anti-mitofusin-2 (MFN2) (1:50, policlonale; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA, n. 9482) e con anticorpo secondario anti-coniglio
coniugato per 1 ora. Le cellule sono state marcate con il colorante nucleare DRAQ5 per 10
minuti a temperatura ambiente e le immagini fluorescenti sono state acquisite utilizzando un
microscopio confocale Leica TCS SP5 II (Leica Microsystem, Germania).

4.15. Analisi statistiche

L'analisi statistica e stata eseguita utilizzando Prism versione 5.00 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). I dati quantitativi sono espressi come media + deviazione standard
(DS) sulla base di almeno tre esperimenti indipendenti. Le differenze tra i gruppi sono state
analizzate utilizzando un'analisi della varianza a un fattore (ANOVA a un fattore), seguita
dal test post hoc di Tukey. Il test t & stato utilizzato per il confronto dei dati tra i due gruppi.
Un valore di p < 0,05 era indicativo di una differenza statisticamente significativa.

5. Conclusioni

I prodotti naturali presentano un'enorme diversita nei loro gruppi funzionali e hanno
impatti diversi sul recupero del danno muscolare scheletrico. Tuttavia, gli effetti sinergici di
una nuova formulazione fitoterapica sulla cardiomiopatia indotta da statine sono rimasti
sconosciuti. Questo studio dimostra che l'integrazione combinata di oli essenziali di Curcuma
e Boswellia, radice di Harpagophytum procumbens e Bromelina contrasta il danno indotto da
atorvastatina nei cardiomiociti umani, riducendo lo stress ossidativo e favorendo il ripristino
della rete mitocondriale. Questo lavoro rappresenta uno studio pilota per avviare ulteriori
indagini sui meccanismi di cardiotossicita indotta dalle statine e sul ruolo protettivo della
formulazione fitoterapica contro la cardiomiopatia, legato alla sua azione di scavenging e al
ripristino della rete mitocondriale.
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Abbreviazioni

PE Phytotherapic formulation (Curcuma and Boswellia essential oils, Harpagophytum
procumbens root, and Bromelain)

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

HO-1 Heme oxygenase-1

GPX4 Glutathione peroxidase 4

ETC Electron transport chain

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl hydrate

DCFH-DA  2',7’-dichlorofluorescein diacetate

MTDR MitoTracker Deep Red

TMRE Tetramethylrhodamine, ethyl ester

MMP Mitochondrial membrane potential

FF Form factor

MFN2 Mitofusin-2

SIRT1 Sirtuin 1

ATO Atorvastatin

TEM Transmission electron microscopy
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