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L'uso di sostanze antiossidanti ed immunomodulanti
in una popolazione anziana sottoposta a
vaccinazione antinfluenzale aumenta la risposta
anticorpale e riduce gli episodi respiratori

Antioxidant and immunomodulating compounds in older people
undergoing seasonal influenza vaccination improve serological response
and reduce tract respiratory episodes

Summary

Background: Between 40 and 50% of elderly people (>65 years old) are vaccinated against seasonal influen-
za in ltaly every year. However active immunization only occurs in a relatively small number of vaccinated
people and does not always last for the entire winter season. Oxidative stress might be one of the factors
involved in this low antibody response. Aims: To assess whether supplementation with a compound based on
resveratrol reduces oxidative stress and increases the proportion of immunized people. Design and metho-
ds: Seventy-one elderly subjects (>65 years old), 26 of which were affected with mild-moderate COPD, who
voluntarily underwent vaccination for the 2009-2010 season, were randomly assigned to receive a supple-
ment based on resveratrol (n=35) or no supplement (n=36) for four consecutive twenty-day cycles. The first
cycle started five days before the vaccination. The antibody titre against one of the three antigens contained in
the vaccine [A/Brisbane/10/2007 (H3N2)] was measured before the vaccination (T-5) and again after 20 days
(T1) and 4 months (T2). Oxidative stress was also measured (plasma H,O,) at times T1 and T2. Respiratory
episodes were recorded from the vaccination up to the end of the trial. Results: Active immunization, defined
as an increase in antibody titre >4 times baseline, occurred in 45.4% of supplemented subjects and 27.3% of
controls (p<0.05). Significant decreases were also observed in oxidative stress (-21.5%; p<0.05) and respira-
tory episodes (-11.5%; p=0,058) in the supplementation group compared to subjects who had only received
vaccine. The decrease in oxidative stress was lower in the COPD subgroup than in the whole study population.
Conclusions: Administering a compound based on resveratrol decreases oxidative stress and increases the
number of immune subjects four months after vaccination.

Pregliasco E Cogo R. Antioxidant and immunomodulating compounds in older people undergoing seasonal
influenza vaccination improve serological response and reduce tract respiratory episodes. Trends Med 2010;
10(3):175-182.
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Questo aspetto ¢ probabilmente da attribuire al-
I'evocazione di una risposta anticorpale insuffi-
ciente del vaccino nei soggetti anziani, un aspetto
noto gia da molti anni ed oggetto di numerosi
studi sperimentali e speculazioni cliniche®®. La
ridotta capacita immunizzante nell’anziano sem-
bra essere associata a due differenti cause: 1) mec-
canismi di senescenza fisiologica del sistema im-
mune®’; 2) catrenza di alcune sostanze necessatie
per una buona risposta allo stimolo immunoge-
no, particolarmente micronutrienti, cofattori en-
zimatici e vitamine®’.

11 ruolo di deficit nutrizionali nella risposta a vari
stimoli antigenici, inclusa la vaccinazione antin-
fluenzale, ¢ stato comprovato da numerosi studi
condotti sia in modelli animali sia nell’'uomo, evi-
denziando la necessita di mantenere entro limiti
ben definit, i livelli plasmatici di tali sostanze!™!".
Alcuni gruppi di ricerca hanno anche ipotizzato
che nei pazienti anziani possano aversi non solo
titoli anticorpali pit bassi rispetto alla contropar-
te piu giovane, ma anche una accelerata “clearan-
ce” anticorpale, con ritorno piu rapido del titolo
ai livelli pre-vaccinazione, suggerendo l'utilita di
una dose di richiamo nei soggetti particolarmen-
te esposti'®!.

Un aspetto del deficit immunitario nell’anziano
piu recentemente studiato, sia come condizione
di fondo sia in risposta a stimoli antigenici, ¢ quello
relativo al ruolo giocato dello stress ossidativo:
alcuni studi hanno infatti dimostrato che il deficit
di alcune vitamine, in particolare E e C, puo au-
mentare la pigrizia immunitaria e che la supple-
mentazione puo invertire il deficit e stimolate una
maggiore risposta'*'. Queste osservazioni, in re-
alta sporadiche, hanno pero avuto una recente ed
autorevole conferma circa il meccanismo di fon-
do da parte di Netzer e collaboratori: questo grup-
po ha infatti pubblicato su Nature che un esaltato

stress ossidativo a livello delle cellule dell'immu-
nita puo alterare la fedelta dei processi di trascti-
zione genica, con produzione di anticorpi con strut-
tura stereochimica alterata e scarsamente funzio-
nali'.

Sulla base di questi dati sono stati approntati nu-
merosi studi clinici che hanno utilizzato supple-
menti contenenti vitamine e micronutrienti in as-
sociazione alla vaccinazione, con l’obiettivo di
valutare se un booster dello status nutrizionale mi-
gliorava la risposta alla stimolazione anticorpa-
le!'8. T risultati di questi trial non sono sempre
stati lusinghieri e le ragioni dell’insuccesso pos-
sono essere attribuite al tipo di supplemento, ai
dosaggi (alcune vitamine hanno un range molto
ristretto al di sopra del quale Peffetto ¢ deleterio)
o alla popolazione inclusa®""?".

Popolazione e metodi

Soggetti inclusi

Nello studio sono stati inclusi 71 soggetti anziani
(>65 anni) di entrambi i sessi, in buone condizioni
generali, portatori di patologie croniche non invali-
danti e tipiche dell’eta (ipertensione, dislipidemia,
etc), che spontaneamente si sottoponevano a vacci-
nazione antinfluenzale per 'anno 2009-2010 [vacci-
no contenente antigene analogo al ceppo A/Bri-
sbane/59/2007 (HIN1), antigene analogo al ceppo
A/Brisbane/10/2007 (H3N2), antigene analogo al
ceppo B/Brisbane/60/2008]. Nel campione erano
inclusi anche 26 pazienti con diagnosi di broncop-
neumopatia cronica ostruttiva (BPCO) in stadio
GOLD I-1I. Sono stati esclusi i pazienti portatori di
patologie immuni/autoimmuni, quelli con diagnosi
di neoplasie solide o ematologiche, quelli con dia-
bete insulino-dipendente o con patologie metaboli-
che e cardiovascolari non compensate o con insuf-
ficienza epatica e renale (tabella 1).

Tabella 1. Profilo clinico dei pazienti alla randomizzazione.

Vac/Suppl (n°35) Vac (n°36)
Eta (range) 66.8 (63-77) 65.9 (61-71)
Maschi (%) 21 (60.0) 22 (61,1)
Femmine (%) 14 (40.0) 14 (38.9)
Comorbilita, esclusa BPCO (%) 22 (62.8) 24 (66.6)
Stress ossidativo (UCARR) 360.2 371.1
Con episodi influenzali nell’anno precedente 18 (51.4) 21 (58.3)
BPCO (%) 13 (37.1) 13 (36.1)
-Stress ossidativo (UCARR) 396.6 391.9
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Criteri di randomizzazione

Settantuno soggetti sono stati randomizzati in modo
sequenziale si/no, fatti salvi i criteri di esclusione:
35 nel braccio attivo e 36 nel braccio di controllo.
Questa semplice modalita di randomizzazione ¢ stata
possibile poiché T'eta e gli altri parametri clinici ed
epidemiolgici variavano entro un range relativamente
ristretto. Nella popolazione era incluso un sotto-
gruppo di 26 pazienti con diagnosi di BPCO, 13 nel
braccio attivo e 13 nel braccio di controllo. I due
gruppi sono risultati omogenei per caratteristiche
cliniche ed epidemiologiche senza variazioni stati-
sticamente significative.

Obiettivi

Lo studio ¢ stato disegnato con I'intento di verifica-
re se la supplementazione con un composto multi-
componente, in compresse solubili in acqua (Resvis
XR, Biofutura Pharma SpA, Pomezia, Italia), cia-
scuna contenente resveratrolo (10 mg), estratto di
arancia rossa (160 mg), Zinco (15 mg) e vitamina C
(180 mg), somministrato per 4 cicli di 20 giorni ca-
dauno, iniziando 5 giorni prima della vaccinazione,
fosse in grado di: 1) potenziare 'effetto immunoge-
no della vaccinazione; 2) ridurre lo stress ossidati-
vo; 3) ridurre gli episodi influenzali per tutta la du-
rata dello studio (4 mesi); 4) ridurre gli episodi di
riacutizzazione nei pazienti con diagnosi di BPCO.

Disegno dello studio e protocollo

1 35 soggetti allocati al braccio attivo erano sotto-
posti a vaccinazione pit 'uso di un supplemento (1
cpr/die), mentre i 36 soggetti allocat al braccio di
controllo si sottoponevano alla sola vaccinazione.
La supplementazione iniziava nei 5 giorni precedenti
la vaccinazione (I-5) e proseguiva per complessivi
20 giorni. Al tempo T-5 veniva eseguito il primo
dosaggio (basale) del titolo anticorpale verso il cep-
po A/Brisbane/10/2007 (H3N2). Dopo 20 giorni

dalla vaccinazione (T'1) veniva eseguito un secondo

dosaggio del titolo anticorpale ed il primo dosaggio
dello stress ossidativo. A 10 giorni dall’assunzione
dell’'ultima compressa 1 soggetti vaccinati iniziava-
no un secondo ciclo, sempre della durata di 20 gior-
ni, ed a seguire, con lo stesso schema, un terzo ed
un quarto ciclo, per una durata complessiva di 120
glorni (figura 1). Al termine dello studio (10-20 gg
dopo I'ultima dose di supplemento) i soggetti sono
stati sottoposti ad un ultimo dosaggio del titolo an-
ticorpale e dello stress ossidativo.

Misura degli endpoint

Per quanto riguarda il titolo anticorpale ¢ stato uti-
lizzato il dosaggio delle immunoglobuline anti- A/
Brisbane/10/2007 (H3N2) eseguito con test di ini-
bizione dell’emoagglutinazione secondo lo standard
definito dal’APHA/ASM 19792 T soggetti con in-
cremento del titolo 22 volte rispetto al basale sono
stati considerati poor responder mentre 1 soggetti con
incremento 24 volte sono stati considerati full re-
sponder, ovvero sieroprotetti.

11 dosaggio dello stress ossidativo ¢ stato eseguito
dopo 20 giorni dalla vaccinazione (circa 25 giorni
dopo I'inizio della supplementazione) ed al termine
dello studio. La valutazione dello stress ossidativo &
stata ottenuto utilizzando il d-ROMs® test (Diacron
International, Grosseto, Italia), un test sufficiente-
mente sensibile ed accurato per dosare le concen-
trazioni di idroperossido (H,0O,) nel siero. La con-
centrazione dell’analita ¢ espressa in Unita Carratel-
i (UCARR), dove ITUCARR corrisponde a 0.08 mg
H,0,/dL di siero. Nei soggetti sani non fumatori le
concentrazioni di H,O, sono generalmente <300
UCARR.

Gli episodi influenzali o simil-influenzali sono stati
classificati come “episodi respirator?’ e sono stati an-
notati dai pazienti a partire dal termine del primo
ciclo, circa 20 giorni dopo la vaccinazione in coinci-
denza con il secondo dosaggio anticorpale, e per
tutta la durata residua del trial per complessivi tre

Figura 1. Disegno dello studio e protocollo di intervento.
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mesi di follow up. Sono stati considerati episodi re-
spiratorti tutte le sindromi influenzali o simil-influen-
zali trattate dal medico di famiglia o quelle che, an-
notate dal paziente medesimo, avessero un quadro
clinico caratterizzato da almeno 2 dei seguenti sin-
tomi perduranti per almeno tre giorni consecutivi:
1) febbre >38°C; 2) dissenteria (23 scariche/gior-
no); 3) malessere diffuso; 4) qualunque dei sintomi
precedenti associati a tosse o rinorrea.

Risultati

I risultati da noi ottenuti sono parzialmente in li-
nea con quelli riportati da altri”***. Cio ¢ dovuto
sia al supplemento da noi utilizzato, sia ai valori
di cut-off fissati per la risposta (clinica ed immu-
nologica).

Effetto immunogeno

Nel nostro studio sieroconversione a 20 giorni
dalla vaccinazione, intesa come incremento del
titolo 22 volte rispetto al basale, ¢ stata ottenuta
nel 68.6% dei soggetti del braccio attivo e nel
75.0% dei controlli, una differenza statisticamen-
te significativa. Se pero la soglia di sieroprotezio-
ne ¢ definita come incremento del titolo 24 volte
rispetto al basale, a 20 giorni dalla vaccinazione
solo il 25% dei controlli ¢ risultato protetto con-
tro il 31.4% di quelli sottoposti a supplementa-
zione adiuvante (tabella 2). Entrambi i dati sono
apparsi inaspettatamente bassi se si considera 'eta
non particolarmente avanzata del campione e le
buone condizioni generali all’inclusione.

Al termine dello studio quasi la meta dei supple-
mentati (15/33; 45.4%) risultava ancora protetta
dall’infezione, contro meno di 1/3 (9/33; 27.2%)
dei vaccinati (p<0.005). E” stata quindi condotta
una sub-analisi relativa ai 26 pazienti con BPCO

(13+13) per verificare il potenziale immunogeno
in questa specifica popolazione. In questo caso i
dati ottenuti sono simili a quelli dell’intero cam-
pione solo nelle fase precoce dello studio (a 20 gg
dalla vaccinazione), con una riduzione sensibile
dei controlli protetti al termine dello studio (tito-
lo 24 volte), con un divario fra supplementati e
controlli ulteriormente ampliato (46.2% vs 18.2%;
p<0.001) (tabella 3). In sintesi molti piu pazienti
sono risultati sieroprotetti fra i supplementati ri-
spetto ai sottoposti a sola vaccinazione.

Effetti sullo stress ossidativo

11 dosaggio dello stress ossidativo ¢ stato esegui-
to dopo il primo ciclo (T)) ed al termine dello
studio (T). Nel braccio attivo il dosaggio degli
idroperossidi ha evidenziato una riduzione me-
dia di 59.1 UCARR comparata al valore T, (360.2
UCARR). Nel braccio di controllo si ¢ registrato
un incremento non significativo (3.5%) al termi-
ne dello studio. In figura 2A ¢ possibile rilevare
che la supplementazione antiossidante ha indot-
to una variazione progressiva con una riduzione
dello stress ossidativo del 16.4% rispetto al basa-
le (p<0.05) ed un guadagno netto alla fine dello
studio del 21.5% rispetto al gruppo di controllo
(p<0.01).

La valutazione condotta sui pazienti affetti da
BPCO ha evidenziato concentrazioni plasmati-
che di idroperossidi significativamente maggiori
in entrambi i bracci gia al tempo T, (mediana di
394.2 UCARR) rispetto alla controparte senza
BPCO (mediana di 365.9 UCARR) un differenza
statisticamente significativa. Al termine dello stu-
dio nei pazienti BPCO supplementati si ¢ regi-
strata una riduzione dello stress ossidativo pati al
10.9% (p<0.05), un effetto non osservato nel
braccio di controllo (+2.7% p=ns). E” interessante

Tabella 2. Variazione del titolo anticorpale verso I'antigene A/Brisbane/10/2007 a 20 giorni

dall'immunizzazione ed al termine dello studio.

Titolo anticorpale a 20 gg

Soggetti (%)

Vac/Suppl (n°35) Vac (n°36)
>2 volte (poor responder) 68.6* 75.0
>4 volte (full responder) 31.4 25.0
Titolo anticorpale finale Vac/Suppl (n°33) Vac (n°33)
>2 volte (poor responder) 54.6* 72.8
>4 volte (full responder) 45 .4* 27.2

*p<0.05 rispetto al controllo vs vaccinazione
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Tabella 3. Variazione del titolo anticorpale nella popolazione affetta da BPCO.

Incremento titolo anticorpale a 20 gg Soggetti (%)
Vac/Suppl (n°13) Vac (n°13)

>2 volte (poor responder) 69.3* 61.5

>4 volte (full responder) 30.7 38.5

Incremento titolo anticorpale finale Vac/Suppl (n°13) Vac (n°11)

>2 volte (poor responder) 53.8* 81.8

>4 volte (full responder) 46.2* 18.2

*p<0.05 vs vaccinazione

anche notare che la riduzione dello stress ossida-  si registrano 53 giorni nei soggetti in supplemen-
tivo, pur rilevante per ampiezza, ¢ risultata sensi-  tazione e 74 nei controlli, per complessivi 127 giot-
bilmente minore nei pazienti supplementati af-  ni di malattia, intesa come paziente a domicilio o
fetti da BPCO (-10.9%) rispetto ai supplementati  allettato. Nello studio non era prevista la diffe-
non affetti dalla malattia (-16.3%), suggerendo una  renziazione fra episodi da raffreddamento (vedi
relazione diretta fra stress ossidativo e risposta  misura degli end point) ed episodi influenzali ma,
clinica. considerando che il numero di pazienti colpiti ¢
stato sovrapponibile, ¢ probabile che tale diffe-
Effetti sugli episodi infettivi delle alte vie  ic;,; debba essere attribuita al maggior tasso di
Nei 66 soggetti valutabili alla fine dello studio sono  episodi influenzali, e quindi di maggior durata della
stati registrati 61 episodi respiratori, 27 dei quali ~ convalescenza, fra i controlli (figura 3).
occorsi nel braccio attivo (44.2%) e 34 nel brac-
cio di controllo (55.7%). Complessivamente sono
risultati colpiti 25/66 soggetti, 12 in supplemen-
tazione (36.3%) ¢ 13 controlli (39.3%) (p=ns). Se  Le terapie classificate come “alternative” sono uti-
si comparano i dati relativi ai giorni di “malattia”  lizzate in misura crescente nei Paesi industrializ-

Discussione

Figura 2. Riduzione dello stress ossidativo nell’intero campione (pannello A) e nella sottopopolazione
con BPCO (pannello B).
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Figura 3. Incidenza di episodi respiratori e gior-
nate di allettamento.
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zati e costituiscono talvolta le uniche misure di-
sponibili nei Paesi asiatici o in via di sviluppo®*.
I benefici clinici di tali sostanze variano ampia-
mente in relazione al grado di purezza ed al tipo
di patologia trattata®*’. Negli ultimi anni un’im-
portanza crescente ¢ stata attribuita alle sostanze
di origine naturale dotate di attivita antiossidante,
visto il ruolo dello stress ossidativo nella patoge-
nesi di molte malattie®*.

Nello studio qui descritto ¢ stato utilizzato il re-
sveratrolo, un potente antiossidante naturale ap-
partenente alla famiglia delle fitoalexine, una mo-
lecola con attivita biologica pleiotropica, in asso-
ciazione ad altre sostanze antiossidanti o immu-
nofavorenti, come lo zinco™!. Il razionale di que-
sta scelta risiede nella constatazione che nei sog-
getti anziani vi ¢ un incremento dello stress ossi-
dativo, sia correlato all’eta che alla presenza di
patologie croniche tipiche dell’anziano; inoltre, in
alcune patologie 'aumento dello stress ossidati-
vo appare rilevante nel determinare la risposta ai
trattamenti e la prognosi: fra queste, paradigmati-
ca appare la BPCO, che in questo trial era presen-
te in circa un terzo degli inclusi; infine, la risposta
alla vaccinazione appare meno pronta ed efficace
con 'aumentare dell’eta.

I risultati da noi ottenuti confermano precedenti
esperienze ma sono per molti versi innovativi
perché correlano direttamente due parametri: lo
stress ossidativo, da noi misurato in modo diret-
to come concentrazione plasmatica di H,O,, e la
risposta anticorpale. In primo luogo abbiamo re-
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gistrato valori moderatamente elevati di H,O,,
nella popolazione totale inclusa, e sensibilmente
piu elevati nella sottopopolazione con BPCO (fi-
gura 2B).

Inoltre i tassi di immunizzazione da noi osserva-
ti, definiti come incremento di almeno 4 volte del
titolo anticorpale verso uno dei tre antigeni pre-
senti nel vaccino sono risultati inaspettatamente
bassi. Per esempio in uno studio di alcuni anni fa
si rilevarono tassi di risposta lievemente maggiori
dei nostti in una popolazione istituzionalizzata con
eta media di gran lunga maggiore (82 anni)™.
Questo dato potrebbe dipendere o da un dosag-
gio anticorpale troppo precoce rispetto alla vac-
cinazione o dalla presenza di una quota rilevante
di pazienti BPCO inclusi.

In quello studio tuttavia la supplementazione con
zinco ed arginina non si dimostro in grado di
migliorare 'immunizzazione e cio potrebbe suggerire
la necessita di abbattere lo stress ossidativo come misura
prioritaria per consentire al sistema immunitario di ri-
spondere allo stimolo antigenico.

La ricaduta clinica di tali benefici ¢ stata da noi
misurata come numero di episodi respiratori oc-
corsi nei due gruppi, episodi intesi in senso gene-
rale come affezioni delle alte vie, non avendo la
possibilita di porre diagnosi differenziale fra in-
fezione da virus influenzale stagionale e sindro-
mi simil-influenzali. La differenza da noi osser-
vata ¢ stata dell’'11.5% a favore dei soggetti in sup-
plementazione attiva, un dato accompagnato dal-
la parallela riduzione di 21 giorni di malattia nei
soggetti sottoposti a misure antiossidanti sia pri-
ma della vaccinazione che per cicli consecutivi di
20 gg/mese nei tre mesi successivi.

Conclusioni

L’uso di un supplemento contenente vari antios-
sidanti polifenolici incluso resveratrolo, piu lo
Zinco, uno ione coinvolto in vario modo nei mec-
canismi immunitari, somministrato in adiuvante
alla vaccinazione influenzale e per cicli successivi
fino ad un massimo di 4 mesi, migliora la risposta
anticorpale, riduce significativamente lo stress
ossidativo e riduce gli episodi infettivi delle alte
vie. I pazienti con diagnosi di BPCO sembrano
avere una risposta peggiore al vaccino, anche se
“adiuvati”, e tale peggioramento si manifesta con
una risposta meno rapida ed ampia sia a 20 giorni
che a 4 mesi. Quest’ultimo dato potrebbe esser
associato ad una montata anticorpale meno am-
pia o ad una piu rapida clearance del titolo nei sog-
getti anziani. Una valutazione intermedia del ti-
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tolo anticorpale a 45-60 giorni dalla vaccinazio-
ne avrebbe permesso di fare luce su questo aspet-
to. Sarebbe inoltre opportuno eseguire i dosaggi
dello Zinco al basale e dopo supplementazione, pet
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