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«Non ¢ meraviglioso pensare a tutte le cose che devi scoprire? Mi fa sentire felice
essere viva. Il mondo ¢ cosi interessante! Non sarebbe cosi interessante se sapessimo
gia tutto: non ci sarebbe spazio per la fantasia, non crede?»

Lucy Maud Montgomery, Anna dai capelli rossi, 1908
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ABBREVIAZIONI

DM: Diabetes Mellitus

DM1: Diabetes Mellitus type-1

DM2: Diabetes Mellitus type-2

PCOS: Polycystic Ovary Syndrome

FPG: Fasting Plasma Glucose

OGTT: Two-hour Oral Glucose Tolerance Test
DPP-4: Dipeptidyl Peptidase 4

GIP: Gastric Inhibitory Peptide

GLP-1: Glucagon-like Peptide-1

SGLT2: Sodium-Glucose Cotransporter-2

PPAR-y: Peroxisome Proliferator—activated Receptor y
AGEs: Advanced Glycation End-products

MR: Maillard Reaction

RAGE: Receptor for Advanced Glycation End-products
ALEs: Advanced Lipoxidation End-products

FN3K: Fructosamine-3-Kinase

PKC: Protein Kinase C

sRAGE: soluble RAGE

NF-kB: Nuclear Factor kappa B

TNF-o: Tumor Necrosis Factor a

VEGEF: Vascular Endothelial Growth Factor

RAS: Renin-Angiotensin System

ROS: Reactive Oxygen Species

GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
POF: Premature Ovarian Failure

FSH: Follicle Stimulating Hormone

ERK 1/2: Extracellular signal-Regulated Kinase

LH: Luteinizing Hormone

HIF-1a: Hypoxia-Inducible Factor 1a

SARS-CoV-2: Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus-2
ACE2: Angiotensin-Converting Enzyme 2

COVID-19: Coronavirus Disease 2019

HSV-1: Herpes Simplex Virus type 1

NS1: Nonstructural Protein 1

AIDS: Acquired Immune Deficiency Syndrome

IL-17: Interleukin-17




IL-23: Interleukin-23

HSP70: Heat Shock Protein 70

IFN-y: Interferon y

GR: Glutathione Reductase

GST: Gluthatione S-Transferase

GPx: Glutathione Peroxidase

iNOS: inducible Nitric Oxide

NMDA: N-Methyl-D-Aspartate

ASICs: Acid-Sensing lon Channels

TrkB: Tropomyosin receptor kinase B

LDL: Low-Density Lipoproteins

HDL: High-Density Lipoproteins

VLDL: Very-Low-Density Lipoprotein

IR: Insuline Receptor

IRS-1: Insuline Receptor Substrate-1 protein
GLUT4: Glucose Transporter type 4

LPO: Lipid Peroxidation

HPA: Human Pancreatic a-Amylase
Al-AgNPs: Azadirachta indica silver Nanoparticles
GLUT?2: Glucose Transporter 2

RI: Reflection Index

hsCRP: High-sensitivity C-Reactive Protein
IL-6: Interleukin-6
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INTRODUZIONE

Lo studio degli effetti benefici e nocivi delle sostanze vegetali risale all’antichita. I1
piu antico erbario medico, ritrovato in Cina, infatti, risale al 3000 a.C., ma ci sono fonti
che testimoniano 1’utilizzo delle piante a scopo curativo anche nell’antico Egitto e fra
1 popoli della Mesopotamia.

Oggigiorno, ¢’¢ una grande frenesia nei confronti del naturale in quanto sinonimo di
sicuro e benefico: molto spesso, infatti, i pazienti che si rivolgono a professionisti
nell’ambito sanitario chiedono un’alternativa “vegetale” al farmaco etico.

In questa tesi, verranno trattati gli usi tradizionali e le potenziali attivita
farmacologiche della specie vegetale Azadirachta indica, largamente impiegata in
medicina tradizionale cinese, ayurvedica e Unani, con particolare attenzione alla sua
possibile azione ipoglicemizzante e, in generale, antidiabetica.
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CAPITOLO 1! AZADIRACHTA INDICA

1.1 Caratteristiche botaniche

La specie Azadirachta indica, appartenente alla famiglia delle Meliaceae, ¢ conosciuta
con diversi nomi, Tabella 1. Si tratta di un albero sempreverde che puo raggiungere
I’altezza di 15-20 metri e, in condizioni ideali di temperatura e precipitazioni, perfino
35-40 metri, Figura 1. La chioma, rotondeggiante od ovale, ha un diametro di 15-20
metri (Schmutterer, 1995).

Tabella 1. Nomi comuni della pianta A. indica nei vari Paesi (Schmutterer, 1995).

Paese Nomi comuni

India Limba, Limbo, Neem, Nim, Nimb, Nimba, Vembu, Vepa,
Veppam

Pakistan Nimmi

Burma Tamarkhla

Sri Lanka Kohomba

Tailandia Sadao India, Kwinin Dao

Malesia Mambu

Singapore Nimbagaha

Iran Azad-darakht-i-hindi, Nib

Yemen Meraimarah

Australia Neem

Papua Nuova Guinea Neem

Fiji Neem

Nigeria Babo Yaro, Dogon Yaro

Tanzania Mwarobaini

Camerun Ganye, Marrango

Madagascar Nim

USA Neem

America Latina Nim

Germania Indischer Zedrach, GroBblattringer Zedrach, Indischer
Flieder, Niem, Nim

Francia Azadira d’Inde, Azadirac, Lilas de Inde, Margousier

Portogallo Margosa

Spagna Nim, Margosa

UK Indian Lilac, Neem
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Figura 1. Albero di A. indica (https://it.wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica).

Il tronco, breve e diritto, arriva a una circonferenza di 1.5-3.5 metri. La corteccia,

fessurata o squamosa, puo presentarsi di colore grigio-bianco o rosso-marrone, Figura
2.

Figura 2. Corteccia di A. indica (https://it.-wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica).

Le foglie imparipennate sono lunghe 20-40 cm, con margini dentati quando mature. I
fiori, di colore bianco e profumati, presentano 5 petali e raggiugono la lunghezza di 5-
6 mm e larghezza di 8-11 mm (Schmutterer, 1995), Figura 3.
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Figura 3. Fiori di A. indica (https://it.wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica).

I frutti sono delle drupe di forma ovale, tendente al rotondeggiante, di colore
giallo/verde-giallo quando maturano, Figura 4 (Schmutterer, 1995).

Figura 4. Frutti di A. indica (https://it.-wikipedia.org/wiki/Azadirachta_indica).

La fioritura e la produzione dei frutti, che, solitamente, avviene dopo 3-6 anni, sono
influenzate dalle condizioni ambientali. In media un albero di 8 metri ¢ in grado di
produrre approssimativamente dai 37 ai 55 kg di frutti I’anno (Schmutterer, 1995).

1.2 Distribuzione geografica

A. indica ¢ largamente distribuita nelle zone secche, aride tropicali e subtropicali di
Asia, Africa, America, Australia e Isole del Pacifico, Figura S.
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Figura 5. Distribuzione nel mondo della specie A. indica (Shellikeri et al., 2018).
Nel continente africano si trovano piantagioni di questa specie vegetale in: Somalia
(Mogadishu), Kenya (Mombasa), Tanzania, sudovest del Madagascar, Mauritius,
nordovest dell’Etiopia e nella valle Awash, est della Nigeria, Benin, Burkina Faso,
Togo, Ghana e Costa d’ Avorio (Schmutterer, 1995). Nelle Americhe, invece, 4. indica
¢ particolarmente diffusa in stati quali: Repubblica Domenicana, Cuba, Porto Rico,
Miami, Florida, sud della California, Oklahoma, Arizona, Messico, sud-est del
Guatemala, El Salvador, Costa Rica, Panama, ovest della Colombia, nordovest del
Venezuela, Bolivia, ovest dell’Equador e Brasile (Schmutterer, 1995).
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CAPITOLO 2: DIABETE MELLITO

gr. owafaivery. passare attraverso
lat. mellitus: contenente miele

Il diabete mellito ¢ una patologia metabolica cronica caratterizzata da prolungata
iperglicemia, di cui si stima siano affetti, a livello mondiale, circa 415 milioni di
individui di eta compresa tra i 20 e 1 79 anni, Figura 6 (Zheng et al., 2018).

Figura 6. Prevalenza del diabete mellito nel mondo e trend espresso in percentuale, dal 2021 al 2045
(https://idf.org/about-diabetes/diabetes-facts-figures/).

2.1 Classificazione ed eziologia

I1 diabete mellito (DM) si classifica, a seconda dell’eziologia e della manifestazione
clinica, in: tipo 1, tipo 2 e diabete gestazionale.

11 diabete mellito di tipo 1 (DM1) riguarda poco piu del 10% dei pazienti e si instaura
a seguito della progressiva distruzione autoimmune delle cellule B-pancreatiche
(Maahs et al., 2010).

Comuni sintomi del DM1 sono:

- polidipsia e sensazione di bocca secca,
- perdita di peso improvvisa,

- eccessiva minzione,

- mancanza di energia e stanchezza,

- sensazione di fame costante,

- visione offuscata,

- sudorazione notturna.

II rimanente 90% dei soggetti malati, prevalentemente con eta superiore ai 45 anni,
invece, presenta diabete mellito di tipo 2 (DM2) (Chatterjee et al., 2017).
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Comuni sintomi del DM?2 sono:

- polidipsia e sensazione di bocca secca,

- frequente minzione,

- stanchezza e mancanza di energia,

- lenta cicatrizzazione delle ferite,

- ricorrenti infezioni nella pelle,

- visione offuscata,

- formicolio e intorpidimento a mani e piedi.

La comparsa di iperglicemia in gravidanza, specialmente durante il secondo e terzo
trimestre, € nota come diabete gestazionale (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).
Fattori di rischio che concorrono all’insorgenza del diabete gestazionale sono:

- eta (>45 anni),

- obesita,

- eccessivo aumento di peso durante la gravidanza,

- storia familiare di diabete o diabete gestazionale nelle gravidanze precedenti,
- sindrome PCOS (Polycystic Ovary Syndrome).

Tutti 1 soggetti con eta superiore ai 40 anni dovrebbero sottoporsi ad annuali controlli
della glicemia, al fine di verificare I’eventuale presenza di DM2 (Goyal et al., 2024).
Fattori di rischio che contribuiscono allo sviluppo della patologia sono:

- etnia (nativi americani, afro-americani, ispanici, americani asiatici, abitanti
delle isole del Pacifico),

- sovrappeso od obesita,

- parenti di primo grado con il DM,

- storia di malattie cardiovascolari o di ipertensione,

- PCOS,

- Inattivita fisica,

- condizioni associate a insulino-resistenza.

Per la diagnosi del DM si ricorre a vari test laboratoriali.

Generalmente, si esegue il test Fasting Plasma Glucose (FPG), in cui viene effettuata
la diagnosi di diabete se, a seguito dell’esecuzione di un prelievo di sangue dopo un
digiuno notturno di 8 ore, i livelli di glucosio sono superiori a 126 mg/dL.

Differentemente, nel Two-Hour Oral Glucose Tolerance Test (OGTT), si diagnostica
il DM se, dopo 2 ore dall’ingestione di 75 g di glucosio, la glicemia ¢ superiore a 200
mg/dL.

Con il test dell’emoglobina glicata, invece, si ottengono informazioni sui livelli di
glucosio presenti nel sangue nei 2/3 mesi precedenti: valori superiori al 6.5%
comportano la diagnosi di DM.
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Donne in gravidanza, specialmente oltre i 35 anni, dovrebbero essere esaminate per il
diabete gestazionale alla 24esima e 28esima settimana (Linea Guida Gravidanza
fisiologica, 2011; Goyal et al., 2024).

2.2 Trattamenti farmacologici

La terapia del DM1 si basa sulla somministrazione di insulina per via sottocutanea
utilizzando opportuni dispositivi (siringhe, penne da insulina o micropompe).
Attualmente, in commercio, esistono vari tipi di insuline, che differiscono tra loro per
le caratteristiche farmacocinetiche.

Le insuline ad azione ultrarapida, come Aspart, Glulisine e Lispro, agiscono dopo 5
minuti dall’iniezione e sono da assumere prima del pasto, al fine di limitare il picco
glicemico. Le insuline regolari, come Actrapid, Humulin R e Insuman Rapid, agiscono
piu lentamente delle insuline ad azione rapida (15-20 minuti) e sono da somministrare
15-30 minuti prima del pasto. Le insuline ad azione intermedia, come Humulin I,
Monotard e Protaphane, spesso impiegate in associazione alle insuline regolari,
agiscono tra la prima e la terza ora dopo I’iniezione e raggiungono il picco di attivita
tra la quarta e la dodicesima ora dall’erogazione. Le insuline a lunga durata d’azione,
come Detemir ¢ Glargine, iniziano ad agire tra la seconda e la quarta ora dopo la
somministrazione € sono spesso prese al mattino o alla sera, prima di andare a dormire,
dal momento che la loro azione si prolunga fino alla trentaseiesima ora dall’erogazione
(Linea Guida della Associazione dei Medici Diabetologi, 2024).

Il trattamento del DM2, invece, si basa sull’adozione di stili di vita corretti combinati
a una terapia farmacologica orale, alla quale, in alcuni casi, ¢ possibile associare,
qualora insufficiente a controllare adeguatamente la glicemia, anche 1’insulina.

Le linee guida del’OMS raccomandano la pratica di almeno 150-300 minuti
settimanali di attivita aerobica di intensita moderata o 75-150 minuti settimanali di
attivita aerobica di intensita vigorosa. Ulteriormente, si suggeriscono 2-3 sessioni a
settimana di esercizi per il condizionamento muscolare (Ministero della Salute. Linee
di indirizzo sull’attivita fisica, 2021).

Una dieta equilibrata, fondamentale per la gestione del DM2, consiste nel:

- ridurre le calorie (specialmente in caso di paziente sovrappeso),

- introdurre grassi insaturi di origine vegetale e marina,

- assumere alimenti ricchi di fibre quali frutta, verdura e cereali integrali,
- evitare fumo, alcol e zuccheri semplici,

- scegliere cibi cotti al forno o al vapore.

I farmaci piu frequentemente prescritti per i pazienti con DM2 sono la metformina
(come trattamento di prima linea) e alcune sulfoniluree (gliburide, glipizide,
glimepiride). Tuttavia, vengono sempre piu spesso utilizzati:

- inibitori di DPP-4,
- agonisti GLP-1,
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- inibitori SGLT2,
- pioglitazone,
- inibitori dell’a-glucosidasi.

Gli inibitori dell’enzima dipeptidil-peptidasi 4 (DPP-4), noti anche come gliptine, sono
una classe di farmaci antidiabetici orali di recente introduzione. L’enzima DPP-4 ¢
responsabile della rapida degradazione delle incretine GIP (Gastric Inhibitory Peptide)
e GLP-1 (Glucagon-like Peptide 1), prodotte in concomitanza al pasto.

GLP-1 ¢ in grado di:

- stimolare la secrezione ¢ biosintesi di insulina,

- inibire la secrezione di glucagone,

- aumentare la proliferazione e inibire 1’apoptosi delle cellule B-pancreatiche,
- migliorare la risposta all’insulina nei tessuti insulino-dipendenti,

- rallentare il processo digestivo e diminuire 1’appetito.

Capostipite di questa classe di farmaci ¢ il sitagliptin, approvato per la prima volta
dall’FDA nel 2006 (Katzung et al., 2017; Rossi et al., 2017).

Un’altra classe di farmaci, di recente introduzione, sono gli agonisti al recettore GLP-
1, quali I’esendina 4, contenuta nella saliva del rettile Gila Monster, ¢ la liraglutide,
ottenuta mediante tecnologia del DNA ricombinante e caratterizzata da una sequenza
amminoacidica uguale per il 97% a quella del GLP-1 (Katzung et al., 2017; Rossi et
al., 2017).

Gli agonisti al recettore GLP-1 sono in grado di:

- aumentare la secrezione di insulina,

- diminuire la secrezione di glucagone,

- ridurre il processo apoptotico e aumentare la proliferazione delle cellule -
pancreatiche,

- diminuire I’appetito e il peso corporeo, per rallentamento dello svuotamento
gastrico,

- abbassare 1 livelli di trigliceridi e acidi grassi liberi.

La liraglutide, somministrata per via sottocutanea una volta al giorno, pud essere
eventualmente utilizzata in associazione con 1’insulina. In commercio, inoltre, sono
disponibili farmaci quali la dulaglutide e la semaglutide (di nuova introduzione),
somministrabili una volta a settimana (Katzung et al., 2017; Rossi et al., 2017).

Recentemente, sono stati introdotti anche gli inibitori reversibili di SGLT2 (Sodium-
Glucose Cotransporter-2), sviluppati a partire dalla florizina, un glicoside naturale in
grado di promuovere 1’escrezione del glucosio attraverso le urine (Katzung et al., 2017;
Rossi et al., 2017). Canagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin sono
alcuni esempi di questa categoria di farmaci, noti anche come glifozine.

Gli inibitori SGLT2 sono in grado di:

- ridurre la glicemia per escrezione del glucosio attraverso le urine,
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- favorire la perdita di peso corporeo,
- ridurre la pressione arteriosa per effetto diuretico con meccanismo osmotico.

Gli inibitori SGLT2 sono spesso usati in associazione con la metformina e,
generalmente, sono somministrati una volta al giorno per via orale. Gli inibitori
SGLT2 sono controindicati in soggetti con diabete mellito di tipo 1, chetoacidosi
diabetica, ipo-funzionalita renale (in particolare a livello glomerulare), pancreatiti (in
atto o pregresse), gravidanza e allattamento (Katzung et al., 2017; Rossi et al., 2017).

1l pioglitazone, anch’esso di nuova introduzione, ¢ in grado di:

- diminuire la produzione di glucosio epatico,

- favorire la captazione del glucosio a livello del muscolo scheletrico ed epatico,

- aumentare la risposta all’insulina endogena,

- attivare il recettore PPARYy (Peroxisome Proliferator—Activated Receptor y) a
livello del tessuto adiposo e muscolare, promuovendo la trascrizione di geni
che regolano 1’utilizzo di acidi grassi e di glucosio.

Gli effetti ipoglicemici di questo farmaco vengono progressivamente raggiunti dopo
2/3 mesi dall’inizio della terapia. La somministrazione del pioglitazone puo portare a
incremento del peso corporeo, ritenzione di liquidi ed edema periferico, aumentando,
quindi, il rischio di eventi cardiovascolari (Katzung et al., 2017; Rossi et al., 2017).

L’acarbosio ¢ un inibitore reversibile dell’a-glucosidasi, enzima responsabile della
digestione degli oligosaccaridi in unita monomeriche di glucosio.
L’acarbosio, somministrato in concomitanza dei pasti, ¢ in grado di :

- controllare la glicemia post-prandiale,
- ridurre il peso corporeo,
- diminuire i valori di emoglobina glicata.

Questo farmaco puo dare disturbi gastro-intestinali e flatulenza a causa della
fermentazione degli zuccheri non digeriti a livello intestinale (Katzung et al., 2017,
Rossi et al., 2017).

2.3 Ruolo degli Advanced Glycation End-products (AGEs) nelle complicanze
diabetiche

In una condizione di iperglicemia continua, il glucosio forma addotti con le proteine
del plasma alterandone la struttura e la funzione attraverso un processo non enzimatico
detto glicazione. Gli AGEs, classificati in fluorescent cross-linking, non-fluorescent
cross-linking, non cross-linking, sono coinvolti nell’insorgenza delle complicanze
diabetiche quali retinopatia, nefropatia, neuropatia, cardiomiopatia, cataratta,
aterosclerosi, malattie neurodegenerative, artrite e infertilita, Figura 7 (Singh et al.,
2014; J. Zhu et al., 2020).
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Figura 7. Principali effetti degli AGEs sull ’organismo (J. Zhu et al., 2020)).

Lareazione non enzimatica che avviene tra i gruppi amminoacidici liberi delle proteine
e 1 gruppi carbonilici riducenti degli zuccheri ¢ nota come reazione di Maillard (MR).
La reazione tra il glucosio (o altro zucchero riducente) e un residuo amminoacidico
libero (in particolare lisina o arginina) porta alla formazione di una base di Schiff
instabile, dalla quale, per riarrangiamento, si genera il composto di Amadori.
Successivamente, dal composto di Amadori, per degradazione, riarrangiamento,
ossidazione, deidratazione e polimerizzazione, originano composti dicarbonilici
reattivi come gliossano, metilgliossale e deossiglucosoni, Figura 8 (Shen et al., 2020).
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Figura 8. Schema della reazione di Maillard (Shen et al., 2020).

Gli AGEs, a seguito dell’interazione con specifici recettori denominati RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End-products), promuovono il rilascio di molecole
pro-infiammatorie, la formazione di radicali liberi e [’alterazione del signaling
intracellulare e dell’espressione genica (N. Ahmed, 2005).

Gli AGEs e gli Advanced Lipoxydation End-products (ALEs, prodotti di
lipossidazione avanzata) sono implicati nell’insorgenza della retinopatia diabetica
poiché inducono disfunzione e morte delle cellule retiniche (Portillo et al., 2024; Stitt
& Curtis, 2011). Studi preclinici e clinici hanno evidenziato, inoltre, che anche il
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sistema renina-angiotensina ¢ coinvolto nell’insorgenza della retinopatia (Miller et al.,
2013).

Gli AGEs sono responsabili anche della comparsa di cataratta nei pazienti con DM
(De Bruyne et al., 2021). Vari studi hanno evidenziato che ’eccesso di glucosio
concorre alla formazione di specie reattive dell’ossigeno, all’alterazione del
quantitativo di enzimi antiossidanti e dell’espressione genica e alla modifica del
processo fibrotico, apoptotico, autofagico, omeostatico delle cellule epiteliali della
lente (Guo et al., 2023). Recentemente, ¢ stato dimostrato che 1’enzima FN3K
(Fructosamine-3-Kinase) e alcuni flavonoidi, quali campferolo, tassifolina e
quercetina, sono in grado di inibire la formazione degli AGEs (De Bruyne et al., 2021;
Patil et al., 2019).

L’accumulo dei prodotti di glicazione avanzata, ’aumento delle specie reattive
dell’ossigeno e I’attivazione della PKC (Protein Kinase C) concorrono all’ipertrofia
glomerulare, all’apoptosi dei podociti renali e allo sviluppo e progressione della
nefropatia (Parwani & Mandal, 2023). Recentemente, ¢ stato dimostrato che
I’inibizione dell’attivitd di RAGE mediante I’impiego di SRAGE (soluble RAGE)
impedisce la produzione e il rilascio di citochine pro-infiammatorie, migliorando la
condizione di fibrosi tubulo-interstiziale (C. H. Kim et al., 2023; Steenbeke et al.,
2022). Ulteriormente, ¢ stato evidenziato che anche gli agonisti al recettore GLP-1
sono in grado di inibire I’attivita di RAGE, di risolvere I’infiammazione e di ridurre lo
stress ossidativo a livello renale (Sourris et al., 2024).

E stato registrato che circa il 50-60% dei pazienti diabetici sviluppa almeno un sintomo
neuropatico durante il decorso della malattia, in particolare intorpidimento, dolore e
formicolio agli arti inferiori (Strand et al., 2024).

L’iperglicemia ¢ responsabile, infatti, della distruzione della mielina nei nervi
periferici e dell’ipereccitabilita dei neuroni centrali e dei nocicettori afferenti
(Dewanjee et al., 2018). All’insorgenza della neuropatia diabetica contribuiscono
anche NF-kB (Nuclear Factor-kB) e TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), coinvolti
nella risposta immunitaria e inflammatoria (Strand et al., 2024).

Vari studi hanno evidenziato che nei pazienti con DM vi € un rischio di morte per un
evento cardiovascolare dalle due alle quattro volte superiore rispetto a soggetti non
diabetici (Hangaard et al., 2018).

Gli AGEs, infatti, favoriscono ’aumento della permeabilitd vascolare a livello
cardiaco poiché sono in grado di modificare il collagene di tipo IV e la laminina della
matrice extracellulare delle cellule endoteliali e di stimolare direttamente la
produzione del VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e di fattori profibrotici
(Saboor et al., 2014; Zhao et al., 2014).

Ulteriormente, I’interazione dei prodotti di glicazione avanzata con il recettore CD36,
localizzato sulla membrana delle piastrine, promuove la formazione di trombi e, di
conseguenza, I’insorgenza di eventi ischemici cardiaci (W. Zhu et al., 2012). A tale
riguardo, recenti studi clinici hanno dimostrato che gli inibitori di SGLT2
(empagliflozin), agonisti GLP-1 (liraglutide) e inibitori DPP-4 (sitagliptin) sono in
grado di ridurre in modo significativo il rischio di eventi cardiovascolari (Green et al.,
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2015; Qin et al., 2020). Alle complicanze cardiovascolari diabetiche, inoltre,
contribuiscono anche 1’attivazione della PKC e del sistema RAS (Renin-Angiotensin
System), 1’inflammazione cronica, la disfunzione mitocondriale e lo stress ossidativo
(Madamanchi & Runge, 2013; Maiuolo et al., 2018; Wen et al., 2019; Yang et al.,
2019).

Un composto ampiamente studiato in clinica, sebbene non utilizzato come farmaco, ¢
I’aminoguanidina, la quale ¢ in grado di limitare la formazione degli AGEs e dei ROS
(Reactive Oxygen Species) mediante 1’inibizione dell’attivita di NF-kB (J. Kim et al.,
2014). Nonostante gli effetti terapeutici promettenti, pero, I’aminoguanidina non viene
impiegata in terapia poiché induce importanti effetti collaterali, quali sintomi simil-
influenzali, anemia e disturbi gastrointestinali (Yang et al., 2019).

I1 DM2 ¢ implicato anche nello sviluppo della malattia di Alzheimer (W. Y. Li et al.,
2022; Ooi & Koriyama, 2023). Si ¢ osservato, infatti, che nei pazienti con insulino-
resistenza sono presenti a livello cerebrale, con una frequenza piu elevata, aggregati di
proteina B-amiloide, proteina tau iperfosforilata e ROS, a causa dell’accumulo di
gliceraldeide, dovuta, probabilmente, alla diminuzione dell’attivita dell’enzima
GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) (Ooi & Koriyama, 2023). Si
pensa, inoltre, che anche la riduzione dell’attivita della fruttosio-1-fosfato aldolasi
possa concorrere al progressivo accumulo di gliceraldeide a livello neuronale (Ooi &
Koriyama, 2023).

Elevati livelli di pentosina e carbossimetillisina sono correlati ad un aumento del
rischio di frattura ossea e osteoporosi in soggetti con DM2 (Dhaliwal et al., 2022;
Schwartz et al., 2009). Il composto carbossimetillisina, infatti, concorre alla
demineralizzazione ossea in quanto in grado di legarsi agli ioni calcio (Wang &
Vashishth, 2023). Ulteriormente, studi in vitro hanno evidenziato che, all’aumentare
dell’espressione di RAGE, si verifica un incremento delle risposte inflammatorie e
I’alterazione del processo di differenziazione, proliferazione e apoptosi degli
osteoblasti (Franke et al., 2011; Yamamoto & Sugimoto, 2016).

Il segnale AGEs-RAGE e lo stress ossidativo sono responsabili anche del POF
(Premature Ovarian Failure) e dell’infertilita nella PCOS (Azhary et al., 2020; Hu et
al., 2020; Lin et al., 2020). Secondo recenti evidenze, la disfunzione ovarica, indotta
dagli AGEs, sembrerebbe dovuta alla diminuzione dei valori di FSH (Follicle
Stimulating Hormone) e all’alterazione della segnalazione ERK1/2 (Extracellular
Signal-regulated Kinase 1/2) indotta da LH (Luteinizing Hormone) (Diamanti-
Kandarakis et al., 2016). Gli AGEs, inoltre, inibiscono il processo di spermatogenesi
e di apoptosi delle cellule di Leydig, per attivazione del fattore HIF-1a (Hypoxia-
Induced Factor 1a), e la sintesi di steroidi e inducono le cellule di Sertoli all’apoptosi,
per attivazione della segnalazione NF-kB (Antognelli et al., 2018; Y. Chen et al., 2016;
Moschonas et al., 2014; Turner & Lysiak, 2008). A tale riguardo, recenti studi hanno
dimostrato che la metformina ¢ in grado di migliorare la motilita degli spermatozoi e
di ridurre 1 livelli sierici di AGEs in donne con PCOS (Diamanti-Kandarakis et al.,
2007; Ferreira et al., 2015).
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CAPITOLO 3: COMPOSIZIONE FITOCHIMICA

La pianta A. indica, conosciuta anche con il nome “Farmacia del villaggio” per le sue
molteplici proprieta (Tabella 2), ¢ stata recentemente dichiarata dalle Nazioni Unite
come “L’albero del XXI ° secolo”(S. C. Gupta et al., 2017).

Tra le attivita riportate, si possono citare le proprieta antiossidanti, antinfiammatorie,
anticancerose, antidiabetiche, neuroprotettive, cardioprotettive, insetticide,
antimicrobiche, larvicide, antibatteriche, antivirali, antiaterosclerotiche e
antipertensive (Sandhir et al., 2021). Ulteriormente, 4. indica viene utilizzata nel
trattamento di vaiolo, lebbra e disturbi del tratto urinario (S. C. Gupta et al., 2017; Islas
et al., 2020).

Tabella 2. Usi tradizionali della pianta A. indica (Saleem et al., 2018).

Parts used Uses References

Leaves Treatment of chicken pox, skin infections, cosmetics, Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al., 2002;
pest repellents, leprosy, intestinal infections, Kirtikar & Basu, 1935; Benthal, 1933; Anon, 1988
respiratory disorders, constipation, and vegetables

Seeds Leprosy and GIT infections Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al.,, 2002

Flowers GIT infections Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al., 2002

Qil Cosmetics, pest repellents, leprosy, intestinal infections, Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al., 2002;
respiratory disorders, constipation, soaps, Kirtikar & Basu, 1935; Benthal, 1933; Dastur, 1964
toothpastes, and waxes.

Bark Pain, malaria, cosmetics, pest repellents, leprosy, Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al., 2002;
intestinal infections, respiratory disorders, Kirtikar & Basu, 1935; S. L. Patil & Patil, 2007
constipation, stomachache

Twigs Pyrexia, increase in appetite, and teeth cleaner Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al., 2002;

Benthal, 1933

Gum Healing of wounds, scabies, ulcer, tonic, and stimulant Benthal, 1933; Charles & Charles, 1992

Sap Cooling drink and stomach tonic Benthal, 1933

Whole tree Fever, headache, rheumatism, chronic syphilitic sores, ulcer, Drabu et al., 2012; Chopra et al., 1956; Biswas et al.,, 2002;
skin disorders, and blood purification Kirtikar & Basu, 1975; Charles & Charles, 1992; Mitra, 1963;

Gul et al,, 2012

Tali proprieta benefiche derivano dalla capacita di questa specie vegetale di modulare
diversi meccanismi cellulari e molecolari implicati nello scavenging dei radicali liberi
(Heyman et al., 2017), nella riparazione del DNA (Patel et al., 2021), nella
modulazione del ciclo cellulare (Arumugam et al., 2014), nell’apoptosi (Shilpa et al.,
2017) e nell’inflammazione (Schumacher et al., 2011).

I principali componenti chimici, isolati da varie parti della pianta, appartengono alla
classe degli isoprenoidi e non-isoprenoidi, Tabella 3.

Tra gli isoprenoidi si possono citare i diterpenoidi triciclici (nimbione, nimbinone,
nimbionone e nimbionolo), triterpenoidi, tetranortriterpenoidi, pentanortriterpenoidi
(nimbandiolo, 6-acetilnimbandiolo, nimbinene e 6-deacetilnimbinene), vilasinine,
limonoidi e C-secomeliacine (Akhila & Rani, 1999; Schmutterer, 1995).
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Alla categoria dei

limonoidi

e C-secomeliacine fanno parte

I’azadirone,

amoorastatina, vepinina, vilasinina, gedunina, nimbina, nimbolinina, salannina e
azadirachtina (Schmutterer, 1995).

Alla classe dei non-isoprenoidi appartengono proteine, polisaccaridi, composti
solforosi, polifenoli, diidroalconi, cumarine, tannini ¢ composti alifatici (Akhila &
Rani, 1999; Schmutterer, 1995)

Tabella 3. Composizione fitochimica della pianta A. indica (Saleem et al., 2018).

Parts used Phytochemicals isolated

Leaves

Flowers

Fruit

Stigmasterol. terpinen-4-ol, sugiol, 4-cymene,
nimbiol, a-terpinense, and vitamin E

Steroid, ghycoside, flavonoids, triterpenoid.
carbohydrate, alkaloids. and antiquinone

Zafaral, meliacinanhydride, nimocdinol, and izsomeldenin

Mimonol

Mimbothalin and n-tridecy benzenc

lsoprenoid, flavanone
(B.3"-di-isoprenyl-5,7-ditydrosy -4 -methoxyflavanone),
nonisoprenoids, and meliacin

22 23-Dihydronimocinel and
desfurano-&-a-hydroeyaradiradione

Meliztetraolenone and odoratone

Volatile compounds

Tetracyclic triterpenes

a-Linolenic acid
Mimaonol

Mimbilin and nimolinin

Prenylated flavonoids
Flowerine, flowerone, o-methylazadironolide, and
dicpoxyazadinol
Sesquiterpenes, aromatic compounds, fatty adds
and fatty acid esters, steroids, and fow hydrocarbons
Arharone, azadirone, and isoazadironolide

Genistein 7-0-glucoside and (-)-epi-catechin

Tetranortriterpene aloohol
Organosulphur compaounds

Salannin

Azadirachtin M, azadirachtin N, 11-epi-azadirachtin H,
triterpenoid(1a, 7o -diacetoxyapotirucall-14-ene-30, 21,
22,24 25-pentaal), odoratone, and 20,384
trihydroxypregnan- 1é-one

11-Hydraxyazadirachtin-B, 1-tigloyl-3-acetylazadirachtinin,

1,2-diacetyl-7-tigloyl -12-hydrocgyvilasinin, and
23-desmethyllimodn-B

1a-Methoxy-1,2-dihydroepocyazadiradione,
1p.2f-diepoeyazardiradione, F-acetylneotrichilenone,
desacetyl-7- benzoylazadiradione 7-desacetyl-7
benroyiepoxyazadiradione, and ¥-desacetyl-7
benzoyl-gedunin

Aradirachitin

Deacetylazadirachtinol
10,2a-Epoxy-17-hydroxyazadiradione,
lo.2o-cpoomimolicinol and
F-deacetylmimolicing! along with cpoxyaradiradione,
17B-hydroxyazadiradione, gedunin, nimbin,
and nimalicinol
Mahmoodin, azadirachtol, and naheedin
Salimuzzalin, azadirolic acid, azadiradinol, and azadironol
Limodnone, limodn A, limocin B, limacinol, and imocinin

Mature of extract

Dichloromethane and
methanolic extracts
Chloroform, agueous and

cthanolic extracts
Ethanolic extract
Ethanaolic extract
Ethanaolic extract

Ethanaol extract fractionated
fractioned with chloroform

and n-butanaol
Methanolic extract

Methanolic cxtract
Qil extracted with steam

Ethanaolic extract

n-hexane extract
Methanolic cxtract

Dichloromethane and
methanolic extracts

Methanolic cxtract
Methanolic cxtract

n-hexane extract

Methanolic cxtract

Methanol, n-hexane, and
cthyl acetate extracts

Seed oil

Dicthyl ether extract

Steam volatile exdract

n-hesane

Methanolic extract

Methanolic extract

Petroleum ether extract
dissolved in methanol

Dichloromethane extract
Methanolic extract

Seed oil

Methanolic extract

Ethanaolic extract
Ethanolic extract
Ethanaolic extract
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CAPITOLO 4: POTENZIALI PROPRIETA

A. indica si ¢ dimostrata attiva nei confronti dei microorganismi antibiotico-resistenti
S. aureus e P. aeruginosa e nel trattare infezioni associate a biofilm batterici (Lahiri
etal.,2021; Wylie et al., 2022; Wylie & Merrell, 2022). Alcuni studi riportano, inoltre,
che A. indica ¢ in grado di ridurre la placca dentale e gengiviti e di prevenire e trattare
patologie del cavo orale (S. C. Gupta et al., 2017; Nimbulkar et al., 2020; Selvaraj et
al., 2020).

Le attivita pesticida, insetticida, fertilizzante e nematocida dei semi di 4. indica
sembrerebbero principalmente derivare dalla presenza del composto azadirachtina, in
grado di inibire la divisione cellulare, di bloccare la sintesi proteica e di indurre paralisi
flaccida nell’infestante (Saleem et al., 2018).

Negli ultimi anni, 4. indica viene impiegata anche nell’industria alimentare per la
realizzazione di imballaggi “pathogen free”, nei quali vengono incorporati in film
estratti di foglie e di olio (W. Ahmed et al., 2022).

Ulteriormente, ¢ stato proposto ’utilizzo di 4. indica nel trattamento del SARS-CoV-
2 (Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus-2).

A tal proposito, estratti preparati con acetone-acqua delle foglie sembrerebbero
impedire il legame della proteina spike del SARS-CoV-2 al recettore ACE2
(Angiotensin-Converting Enzyme 2) localizzato sulle cellule endoteliali vascolari (Eze
et al., 2022). Inoltre, ¢ stato osservato che la nimbina, composto presente nella
corteccia, somministrata per via intranasale e orale, ¢ in grado di inibire I’espressione
dell’envelope e del nucleocapside delle particelle virali di SARS-CoV-2 (Sarkar et al.,
2022). Nonostante i dati promettenti, al momento, si stanno ancora effettuando studi
clinici sia per confermare 1’effettiva capacita degli estratti nel trattare il COVID-19
(Coronavirus Disease-19) sia per identificare il dosaggio terapeutico (Eze et al., 2022).

Recenti studi hanno dimostrato che gli estratti acquosi di corteccia sono potenti
inibitori dell’entrata cellulare del virus HSV-1 (Herpes Simplex Virus type 1) grazie
alla loro capacita di impedire il legame e la fusione dei virioni alle cellule target
(Tiwari et al., 2010).

Composti quali il tetratriacontano, 6-o-acetilnimbaniolo, rutina, tiplasinina,
iperoside, nimocinolide e quercetina, contenuti negli estratti di foglie di 4. indica, sono
in grado di legarsi alla proteina NS1 (Non-Structural glycoprotein 1) del virus
dell’influenza (Ahmad et al., 2015).
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E stato proposto anche I’impiego di estratti di foglie in acetone di 4. indica per il
trattamento di infezioni associate all’AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome)
poiché in grado di aumentare i livelli di CD4 (Mbah et al., 2007).

Salannina, sodio nimbinato, nimbolide sono tra i piu noti composti ad attivita
antinflammatoria (Saleem et al., 2018).

A tal proposito, recenti evidenze hanno dimostrato che il nimbolide, nell’artrite
reumatoide, favorirebbe 1’inibizione dell’espressione di recettori Toll-like, IL-17
(Interleukin-17), 1L-23 (Interleukin-23), HSP70 (Heat Shock Protein 70) e IFN-y
(Interferon y), riducendo lo stato inflammatorio alle articolazioni (Israr et al., 2023).

Recenti studi in vivo hanno evidenziato che il composto di semisintesi
deacetilepossiazadiradione, derivato dall’epossiazadiradione, favorirebbe, con un
meccanismo di tipo concentrazione-dipendente, 1’aumento dell’espressione di geni
antiossidanti quali GR (Glutathione Reductase), GST (Glutathione S-Transferase) e
GPx (Glutathione Peroxidase) e la diminuzione dei livelli di citochine pro-
infiammatorie e di iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase), (Murugan et al., 2022).

Interessante da menzionare, ¢ la capacita dell’estratto etanolico di frutti di 4. indica di
attenuare il dolore acuto nocicettivo similmente alla morfina, probabilmente per la
capacita dei composti in esso contenuti di interferire con le vie di segnalazione degli
oppioidi, con i recettori NMDA (N-Methyl-D-Aspartate) e con i canali ASICs (Acid-
sensing lon Channel) (Batista et al., 2018).

Ulteriormente, ¢ stato osservato che estratti di A. indica sono in grado di sopprimere,
in cellule tumorali, Pattivita di NF-kB, di aumentare 1’espressione di oncosoppressori,
quali p53 e pTEN, di diminuire 1’espressione di oncogeni, di aumentare 1’apoptosi e
di ripristinare ’attivita antiossidante (Iman et al., 2022).

Recenti studi hanno riportato che la deossigedunina ¢ in grado di attivare il recettore
TrkB, (Tropomyosin receptor kinase B) e di favorire, in nervi periferici danneggiati,
la rigenerazione assonale (J.-G. Chen et al., 2018; English et al., 2013; Jang et al.,
2010). Ulteriormente, composti limonoidi, quali gedunina, epossiazadirone,
azadirone e azadiradione, impediscono [’aggregazione e favoriscono la
destabilizzazione delle fibrille di proteina tau (Gorantla et al., 2020).

Studi in vivo in animali dislipidemici hanno evidenziato che gli estratti etanolici di
foglie sono in grado di diminuire i livelli di colesterolo totale, trigliceridi, colesterolo
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LDL (Low-Density Liporotein) e di aumentare i1 livelli di HDL (High-Density
Lipoprotein) (Asghar et al., 2023).

Gli estratti di corteccia di stelo possiedono proprieta antiacide e anti-ulcera,
probabilmente per la capacita dei composti chimici in essi contenuti, di interagire con
il recettore H2 dell’istamina a livello gastrico (Raji et al., 2004). Studi in vitro hanno
dimostrato, inoltre, che estratti di olio e nimbolide possiedono attivita battericida nei
confronti dell’H. pylori, responsabile dell’insorgenza di ulcera peptidica e, nell’1%
della popolazione, di cancro allo stomaco (Blum et al., 2019; Bray et al., 2018; Wylie
et al., 2022).

Ulteriormente, le foglie di 4. indica sono ampiamente usate in medicina ayurvedica
per controllare la fertilitd (Chaube et al., 2014). Studi in modelli animali hanno
evidenziato che gli estratti acquosi di foglie favoriscono 1’aumento dei ROS,
I’attivazione di p53, I’espressione della proteina Bax e I’incremento dei livelli di
citocromo c, caspasi-9 e 3 negli oociti, inducendone 1’apoptosi (Chaube et al., 2014).
Ulteriormente, ¢ stato osservato, in modelli animali, che gli estratti metanolici e
acquosi di foglie, metanolici di frutti ed etanolici di corteccia di stelo sono in grado di
diminuire il peso dei testicoli e i valori di testosterone ed LH sierico, di ridurre la
motilita e la conta degli spermatozoi (Irais et al., 2021; Mishra & Singh, 2005; Raji et
al., 2003).

Per quanto riguarda gli studi di tossicita, € stato evidenziato che gli estratti non acquosi
della pianta sono piu tossici dell’olio di semi e degli estratti acquosi (Boeke et al.,
2004). Studi in vivo hanno concluso che gli estratti di foglie secche non sono
embriotossici, fetotossici e genotossici (Ramalho et al., 2023).
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CAPITOLO 5: ATTIVITA ANTIDIABETICA

Vari studi hanno dimostrato che A. indica ¢ in grado di aumentare la produzione di
insulina e di limitare 1’azione dell’adrenalina sul metabolismo del glucosio (Saleem et
al., 2018). Ulteriori evidenze, inoltre, hanno riportato che gli estratti etanolici di foglie
sono efficaci nell’inibire I’enzima a-amilasi e nel migliorare I’attivita delle cellule -
pancreatiche in ratti diabetici. Similmente, anche gli estratti acquosi delle foglie,
estratti di radice, fiori e frutti presentano attivita ipoglicemizzante (Saleem et al.,
2018).

E stato dimostrato, in uno studio sperimentale in vivo condotto su ratti maschi adulti
resi diabetici mediante iniezione intraperitoneale di streptozocina, che estratti acquosi
di foglie di 4. indica, somministrati a un dosaggio di 400 mg/kg, sono in grado di
modulare il segnale dell’insulina e, in cellule muscolari di gastrocnemio, di migliorare
la capacita di utilizzo del glucosio (Satyanarayana et al., 2015).

Piu precisamente, dopo 30 giorni di trattamento con un estratto acquoso di foglie di 4.
indica, si ¢ registrata una riduzione del 50% dei valori di glucosio ematico a digiuno e
di insulina rispetto al gruppo di ratti diabetici di controllo, Figure 9 e 10
(Satyanarayana et al., 2015)
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Figura 9. Valori di glicemia a digiuno dei ratti diabetici dopo 30 giorni di trattamento con un estratto

acquoso di foglie di A. indica (Satyanarayana et al., 2015).
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Figura 10. Valori di insulina dei ratti diabetici dopo 30 giorni di trattamento con un estratto acquoso di A. indica
(Satyanarayana et al., 2015).

Ulteriormente, come riportato nella Tabella 4, si ¢ evidenziata anche una marcata
riduzione dei valori di colesterolo totale, trigliceridi, LDL, VLDL (Very-Low-Density
Lipoprotein) e acidi grassi liberi e un incremento, di quasi il doppio, dei valori di
colesterolo HDL nei ratti diabetici trattati (Satyanarayana et al., 2015).

Tabella 4. Profilo lipidico dei ratti diabetici dopo 30 giorni di trattamento con un estratto acquoso di foglie
di A. Indica (Satyanarayana et al., 2015).

Effect of Azadirachta indica on serum lipid profile of type-2 diabetic adult male rats

Parameters Control Diabetic Diabetes+ Diabetic+ Control+

(mg/dl) control  A.indica metformin A.indica
TC 354 109x6? 40x3° g7+t 3922
TGs 64+3 1912q9° 70+5%° Box4” 66+6°¢
HDL 39%1 19+17 41%2° 35+3° 41+4°
VLDL 17+1 40%3* 19=1° 22#2%° 16284
LDL [SEA 101+6° 53+5" 642530¢ 49+3¢
FFAs 63+6 1357 70%5" 7947 64+4""°

Each value represents meanxSEM of 6 animals (n=6). Significance at P<o.05.
:=Compared with control, ®=Compared with diabetic control, ‘=Compared
with diabetes+Azadirachta indica (400 mglkg b.wt), *=Compared with
diabetes+metformin (50 mgfkg b.wt), TC=Total cholesterol, TGs=Triglycerides,
HDL=High-density lipoprotein, VLDL=Very low-density lipoprotein, LDL=Low-
density lipoprotein, FFAs=Free fatty acids

Successivamente ai 30 giorni di trattamento, si sono determinati anche a) I’espressione
del recettore IR (/nsuline Receptor), b) I’espressione e la fosforilazione di IRS-1
(Insulin Receptor Substrate-1 Protein), c¢) 1’espressione di GLUT4 (Glucose
Transporter type 4 ) e d) l’ossidazione del glucosio nel tessuto muscolare di
gastrocnemio (Satyanarayana et al., 2015).
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Nei ratti trattati, dopo 30 giorni, si sono registrati un aumento della quantita di IR,
dell’espressione di IRS-1 e della fosforilazione di IRS-1 sulla tirosina 632, mentre una
diminuzione del 50% della fosforilazione di IRS-1 sulla serina 636, Figura 11 e 12

(Satyanarayana et al., 2015).
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Figura 11. Espressione del recettore dell’insulina nel muscolo di gastrocnemio di ratti diabetici dopo 30
giorni di trattamento con un estratto acquoso di foglie di A. indica (Satyanarayana et al., 2015).
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Figura 12. Espressione di IRS-1 (a), fosforilazione di IRS-1 sulla tirosina in posizione 632 (b) e serina in
posizione 636 (¢) nel muscolo di gastrocnemio di ratti diabetici dopo 30 giorni di trattamento con un estratto

acquoso di foglie di A. indica (Satyanarayana et al., 2015).

Inoltre, si ¢ verificato un incremento dell’espressione della proteina GLUT4 e della
quantita di glucosio ossidato, Figure 13 e 14 (Satyanarayana et al., 2015).
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Figura 13. Ossidazione del glucosio nel muscolo del gastrocnemio di ratti diabetici dopo 30 giorni di

trattamento con un estratto acquoso di foglie di A. indica (Satyanarayana et al., 2015).
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Figura 14. Espressione del recettore GLUT 4 nel muscolo del gastrocnemio di ratti diabetici dopo 30 giorni
di trattamento con un estratto acquoso di foglie di A. indica (Satyanarayana et al., 2015).

Negli animali diabetici trattati si € evidenziato anche un significativo miglioramento
dell’attivita di Akt, probabilmente dovuto all’aumento dell’espressione di IR e della
fosforilazione di IRS-1, Figura 15.
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Figura 15. Fosforilazione della proteina Akt nel muscolo del gastrocnemio di ratti diabetici dopo 30 giorni
di trattamento con un estratto acquoso di foglie di A. indica (Satyanarayana et al., 2015).

Nel DM2, come precedentemente riportato, vi € un elevato rischio di sviluppare un
evento cardiovascolare a causa dello stress ossidativo (Ansley & Wang, 2013).

A tal proposito, uno studio in vivo ha dimostrato che gli estratti acquosi di foglie di 4.
indica, somministrati per via orale tutti i giorni per 7 giorni al dosaggio di 600 mg/kg,
sono in grado di ridurre la perossidazione lipidica e di aumentare il contenuto di
glutatione ridotto e I’attivita di enzimi antiossidanti, migliorando la microangiopatia
cardiaca in ratti maschi adulti diabetici (N. K. Gupta et al., 2016).

Piu in dettaglio, I’esposizione per 7 giorni all’estratto ha indotto un aumento dei valori
di GSH, una riduzione dei livelli di LPO (Lipid Peroxidation) e promosso un’adeguata
modulazione dell’attivita di enzimi antiossidanti quali catalasi, glutatione perossidasi,
glutatione reduttasi, glutatione-S-transferasi e superossido dismutasi, Tabelle 5 e 6 (N.
K. Gupta et al., 2016).

Tabella 5. Livelli di GSH e LPO dopo 7 giorni di trattamento di ratti diabetici con un estratto acquoso di
foglie di A. indica (N. K. Gupta et al., 2016).

Cardiac reduced glutathione content and lipid peroxidation indices in control and treated animals

Groups GSH (nmoles/ LPO (nmoles MDA
mg protein) formed/mg protein)

(¢, 5.58+0.23 0.693+0.16

D 3,0:£0.2] F%akxb 1.26£0.06*%%*%t

D +ALE 4,1 301 7% 0.920+£0.05*%2-*%¢

1=6 in all groups, values are mean+SEM. 'Signiﬁcnnt at 0.05 level; ""Signiﬁcant
at 0.001 level: "Compared with control group; chnmpared with D + ALE
group; “Compared with diabetic group. All experiments were replicated thrice.
GSH: Glutathione; LPO: Lipid peroxidation; ALE: Azadirachta indica leaf extract;
MDA: Malondialdehyde; D: Diabetic; C: Control; SEM: Standard error of mean
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Tabella 6. Livello degli enzimi antiossidanti dopo 7 giorni di trattamento di ratti diabetici con un estratto
acquoso di foglie di A. indica (N. K. Gupta et al., 2016).

Activities of cardiac antioxidant enzymes in control and treated animals

Groups Catalase (pmoles hydrogen GP (nmoles GR (nmoles GST (nmoles S0D (enzyme
H,0, decomposed/min/mg NADPH oxidized/ NADPH oxidized/ CDNB conjugated/ units/mg
protein) min/mg protein) min/mg protein) min/mg protein) protein)
C 14.63£1.15 70.61£2.90 17.90£0.66 132.82+1.78 2.540.12
D 350841 367 et 75.22+3.89 29.81+2.93* 148.46£2.26** 4.0£0,42%7 %"
D +ALE 23.15+41.43%4%¢ 64.0£5.78 24381084 141.97+2.55%¢ 2.14£0.23*%¢

=6 in all groups, values are mean+SEM. *Significant at 0.05 level; **Significant at 0.001 level; *Compared with control group; "Compared with D + ALE group;
‘Compared with diabetic group. The enzyme activity of SOD was expressed as units/mg protein, where one unit of enzyme is the amount of enzyme inhibiting the
rate of reaction (NBT reduction) by 50%. All experiments were repeated thrice. SOD: Superoxide dismutase; NADPH: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate;
GST: Glutathione-S-transferase; GP: Glutathione peroxidase; GR: Glutathione reductase; ALE: Azadirachta indica leaf extract; D: Diabetic; C: Control; SEM: Standard
error of mean; NBT: Nitro blue tetrazolium

Ulteriormente a seguito di un’attenta analisi istologica, nei ratti trattati ¢ stato
evidenziato un ripristino dell’architettura del tessuto cardiaco e una riduzione dello
stato inflammatorio e fibrotico (N. K. Gupta et al., 2016).

In un altro studio in vitro, condotto su una linea di cellule di acini pancreatici di ratto
(cellule AR42J), ¢ stata dimostrata la capacita dei limonoidi azadiradione,
epossiazadiradione e gedunina, isolati dai frutti, di inibire, in maniera dose-
dipendente, Dattivita del’HPA (a-1,4-glucan-4-glucanohydrolase o human
pancreatic o-amylase), enzima sintetizzato dalle cellule degli acini pancreatici e
responsabile dell’idrolisi dell’amido a maltosio, Figura 16 (Ponnusamy et al., 2015).
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Figura 16. Effetti tossici e capacita di inibizione dell’enzima o-amilasi su cellule AR42J dei composti
azadiradione, epossiazadiradione e gedunina (Ponnusamy et al., 2015).

Un recentissimo studio ha evidenziato che gli estratti di semi di A. indica, contenenti
azadirachtina, nimbina e nimbidina, per effetto sinergico con nanoparticelle di argento
(AI-AgNPs, Azadirachta indica silver nanoparticles), delle quali ¢ stata dimostrata la
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capacita di aumentare i valori del recettore IRS-1, I’espressione di GLUT2 (Glucose
Transporter 2) e di migliorare la sensibilita all’insulina, sono in grado di incrementare
il loro potenziale antidiabetico, aumentando, con un andamento concentrazione-
dipendente, 1’'uptake del glucosio in cellule di lievito e I’inibizione dell’enzima a-
amilasi, Figura 17 ¢ 18 (L. Li et al., 2019; Rehman et al., 2023).
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Figura 17. Uptake del glucosio studiato in cellule di lievito usando concentrazioni crescenti di AI-AgNPs a
confronto con l'impiego dell estratto di semi di A. indica e acarbosio, quest 'ultimo come controllo positivo
(Rehman et al., 2023).
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Figura 18. Percentuale di inibizione dell attivita dell a-amilasi in presenza di concentrazioni crescenti di
solo estratto di semi di A. indica, nanoparticelle AI-AgNPs e acarbosio, quest ultimo usato come controllo
positivo (Rehman et al., 2023).

Ulteriormente, si € evidenziato che ratti diabetici trattati per 30 giorni con AI-AgNPs
a un dosaggio da 10 a 40 mg/kg, presentavano livelli di glucosio ematico
significativamente minori, in particolare, negli animali ai quali era stata somministrata
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la dose piu elevata di nanoparticelle, si era evidenziato un significativo miglioramento
della struttura delle isole di Langerhans e del tessuto epatico (Rehman et al., 2023).

Recente studio clinico randomizzato, in doppio cieco e controllato con placebo
condotto su 78 pazienti con DM2, gia in trattamento con metformina, della durata di
12 settimane, ha dimostrato che gli estratti acquosi di foglie e ramoscelli, somministrati
in capsule a diversi dosaggi (125, 250 e 500 mg), sono in grado di migliorare il
controllo glicemico, la disfunzione endoteliale e I’infiammazione sistemica (Pingali et
al., 2020).

A seguito della somministrazione degli estratti vegetali, si ¢ osservata una diminuzione
della glicemia post-prandiale e a digiuno, cosi come 1 valori di emoglobina glicata, in
modo dose-dipendente, Tabella 7, 8 ¢ 9 (Pingali et al., 2020).

Tabella 7. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici settimane
sulla glicemia post-prandiale (Pingali et al., 2020).
Effect on Post-Prandial Blood Sugar (PPBS in mg/dL)

Group Baseline 4 Weeks % 8 Weeks % 12 Weeks %
Change Change Change

Placebo (A) 2023 % 2007126 -0.8+2.3 200.9+129ns -0.7+23 201.1+144ns -06+23
12.6 ns

NEEM125 1944 + 1884 +14.0* -3.1+15 181.3+144%c0 -6.7+45 173.1+128%c0 -108%

(B) 14.7 NS 48
NEEM250  192.3 + 184.2 +16.6* -42+2.6 1755+13.4%0 -86+3.6 161.8497%w -156+
() 17.1 NS NS + 47

NEEM500  205.9+7.2 1949+6.0* -53118 1779:44%c0 -135+ 1593:71% -2261
(D) NS NS 3.4 QNS 44

Tabella 8. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici
settimane sulla glicemia a digiuno (Pingali et al., 2020).
Effect on Fasting Blood Sugar (FBS, Mg/dL)

Group Baseline 4 Weeks % 8 Weeks % 12 Weeks %
Change Change Change

Placebo (A) 1218+ 1209+ 3.1ns -0.7+1.6 1195+4.7ns -1.8+47 1201+35ns -13+34
315

NEEM125  119.2:  1158+48%$4 -28+27 1138+58*F 45142 1092+57* -83:41
(B) 5.0 o

NEEM250 11553  1121+47%0 -29+37 1088+38*%w -5713.8 1037+42* -101z
(©) 4.4 NS F wp 3.7
NEEM500  120.7+  1135+44%ce -60+21 1053+33% -127+ 9731+37% 0 -1931
(D) 42 NS NS 3.4 3.9
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Tabella 9. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici settimane

sui valori di emoglobina glicata (Pingali et al., 2020).

Effect on HbAlc

Group Baseline 12 Weeks % Change
Placebo (A) 7.62+04 757+04# -0.7+1.3
NEEM125(B) 687+04 6641+04* -34+16
NEEM250(C) 752+04 686+03*cNS -87+32
NEEM500 (D) 7.78+0.2 6.261+04* o0 -19.6+49

Nel gruppo di soggetti trattati si € verificato, inoltre, un miglioramento della funzione

endoteliale, espressa attraverso la percentuale RI (Reflection Index), Tabella 10

(Pingali et al., 2020).

Tabella 10. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici

settimane sulla funzione endoteliale nei soggetti trattati (Pingali et al., 2020).

Effect on Reflection Index (R1%)

Group Baseline 4 Weeks A 8 Weeks A 12 Weeks A
Placebo (A) -2.59% -262+1.10ns -0.03¢ -2.65+1.21ns -0.06% -2.69+£1.60 -0.10
1.11 0.20 0.20 ns 1.00
NEEM125 -2.16 % -231+059@ -0.16+ -241+059@ -0.25% -3.00+0.58* -0.84+
(B) 0.62 NS 017 NS 0.27 NS 0.31
NEEM250 -2.47 + -317+x092@ -0.71+% -421+159@ -1.74% -4.88+1.51 -2.41+
(©) 1.08 NS 0.68 B oo 1.72 *oo 1.93
NEEMb500 -2.76 % -353+1.02*f -0.78+ -447+1.07% -1.72% -5.96 £ 0.86 -3.21+
(D) 0.97 B NS 0.32 o NS 0.46 *oo & 0.89

Gl estratti vegetali si sono rivelati efficaci anche nel ridurre 1 valori di malondialdeide

e nell’aumentare 1 livelli di GSH in modo dose-dipendente, concorrendo a un

miglioramento della condizione di stress ossidativo, Tabella 11 e 12 (Pingali et al.,

2020).
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Tabella 11. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici
settimane sui valori di MDA (Pingali et al., 2020).

Effect on MDA (uM/L)

Group Baseline 4 Weeks % Change 8 Weeks % Change 12 Weeks % Change
Placebo (A) 3.28+ 3.29+£0.39 038+1.13 3.27+039ns -0.07+ 3.27+040ns -0.25+

0.40 ns 0.82 0.57
NEEM125 3.18 ¢ 315+039* -1.23+ 312+039@ -194+ 3.09+0.39% -290+
(B) 0.39 NS 0.84 NS 2.12 NS 2.16
NEEM250 325+ 320+037* -145% 3.17+036* il €2 3.14+036* -318+
(9} 0.37 NS 0.64 NS 1.33 NS 1.33
NEEM500 3.32 ¢ 3.23+035*% -2.63% 3.14+036" -5.43 + 294+029* -11.47 £
(D) 0.37 NS 1.54 NS 232 NS 3.50

Tabella 12. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici
settimane sui valori di GSH (Pingali et al., 2020).

Effect on GSH (pmol/L)

Group Baseline 4 Weeks % 8 Weeks % 12 Weeks %
Change Change Change
Placebo (A) 56186+ 56197 +1285 0.02% 562.22+12.79 0.06 % 562.40+12.34 0.10%+
12.92 ns 0.06 ns 0.14 ns 0.39
NEEM125 558.76 + 560.09 £+15.87 0.24% 561.69+16.32 0521 565.30+16.55 1.17+
(B) 1581 *NS 0.16 * NS 0.28 * NS 0.34
NEEM250 556.26 + 560.04 +12.67 0.681% 563.51+1283 131+# 60147 £1392 814+
(© 13.35 *NS 0.33 * NS 0.52 * oo 1.49
NEEMS500 559.01 + 574.30+18.79 2.75% 603.47 £13.65 7.99+ 626.58+11.23 12.14 +
(D) 16.64 *NS E 2.53 * oo 2.04 * oo 2.39

Si € evidenziata, inoltre, anche una diminuzione dei biomarcatori dell’infiammazione
hsCRP (high-sensitivity C-reactive protein), IL-6 (Interleukin-6) e TNF-o, Tabella 13,
14 e 15 (Pingali et al., 2020).
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Tabella 13. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici
settimane sui valori di hsCRP (Pingali et al., 2020).

Effect on hsCRP (mg/L)

Group Baseline 4 Weeks %Change 8 Weeks 9% Change 12 Weeks % Change

Placebo (A) 3.33+ 3.34+0.36 -0.24 + 331+036ns -0.76+142 332+0.36ns -059+131
0.35 ns 0.97

NEEM125 342+ 3.31+030* -340% 3.22+0.27* -5.83+3.71 3.02+0.24* -11.39+%

(B) 0.30 NS 2.58 NS ¥ 7.72

NEEM250 3.67 % 341+054* -7.041 3.37+048* -791+343 298+041* -18.28+

Q) 0.57 NS 6.53 NS F NS 6.93

NEEM500 3.25+ 3.01+035* -7321% 2.83+034*p -1249+ 2.45+0.35 -23.86 %

(D) 0.41 t 6.53 Qoo 10.51 *co 12.10

Tabella 14. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici

settimane sui valori di IL-6 (Pingali et al., 2020).

Effect on IL-6 (pg/ml)

Group Baseline

4 Weeks

% Change 12 Weeks % Change

Placebo (A) 12.75£3.50
NEEM125 (B) 8.24+2.69
NEEM250 (C) 9.21+2.18

NEEMS500 (D) 8.07 £3.70

12.72+3.51 ns
8.18+266 %
9.06 + 2.15 * co NS

7.87 £3.61 * oo NS

-020+ 041 12.73+£3.49ns -0.08 £ 0.24

-0.61+0.81 795+2.67 @ -3.86+5.03

-1.61+1.22 847 +2.06%00 NS -8.10+4.87

-235+222 717+322% NS -10.31+8.87

Tabella 15. Effetto del trattamento con estratti acquosi di foglie e ramoscelli di A. indica dopo dodici

settimane sui valori di TNF-o. (Pingali et al., 2020).

Effect on TNF-a (pg/ml)

Group Baseline 4 Weeks % Change 12 Weeks % Change

Placebo (A) 15.81+2.61 15.82+2.55ns 0.20+1.49 15.80+253ns -0.06 £ 1.42
NEEM125 (B) 18.96+4.45 18.71+4373%NS -0.01+0.02 1792+3.88*NS -5.11+3.37
NEEM250 (C) 19.35+3.26 19.03+3.16 @NS -0.02+0.01 1790+ 2.89*NS -7.27 +4.40
NEEM500 (D) 17.84+2.44 17.42+233*NS -0.02+0.01 16.14+1.87*NS -9.09 £ 6.72

Si € osservato, pero, che gli estratti non avevano alcun effetto sul profilo lipidico a

differenza degli studi effettuati precedentemente su specie animali, dove si era assistito

a un miglioramento dei livelli di colesterolo totale, trigliceridi, colesterolo LDL e
VLDL (Pingali et al., 2020).
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CONCLUSIONI

Nei Paesi in via di sviluppo, spesso si ricorre, accanto al farmaco etico, all’impiego di
prodotti vegetali propri della medicina tradizionale nel trattamento delle malattie,
anche per una questione economica.

A. indica ¢ una specie dalle molteplici proprieta, tanto che ¢ stato difficile poterne
elencare, in maniera esaustiva, tutti 1 potenziali benefici.

Studi in vivo e in vitro, hanno riportato la sua efficacia nella cura del diabete mellito,
tuttavia, la maggior parte degli autori sottolinea la necessita di ricorrere all’impiego
degli estratti di A. indica in associazione ai classici trattamenti farmacologici, al fine
di poter controllare adeguatamente la glicemia.

Nonostante sia ampiamente descritta la potenziale capacita di questa specie vegetale
nella gestione del diabete, ¢ prioritario condurre studi clinici randomizzati in cieco in
pazienti affetti da tale patologia, per verificarne I’effettiva efficacia clinica.
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