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Effetti della supplementazione con un nutraceutico
a base di carnitine, fruttosio ed antiossidanti in
soggetti dispermici

Effects of a nutraceutical compound containing carnitines, fructose and
antioxidant substances administered in subjects with idiopathic

dyspermia

Summary

Reactive oxygen species (ROS) have a negative impact on spermatozoa morphology and motility. Furthermore,
ROS had been involved in DNA fragmentation and a new fertility index, the DNA Fragmentation Index (DFl), is
related to male fertility. In this study a new nutraceutical compound based on carnitines, ergogen substances
and antioxidants, was administered for 12 weeks in twenty unfertile patients with idiopatic dyspermia. Primary
endpoint was the DFI, measured with the Halosperm®Test. Antioxidant treatment led to a decrease in sperm
DNA fragmentation, (from 20.9% to 12.0%; p <0.05), suggesting that at least part of the decay was linked to
exaggerated oxidative stress. Supplementation also ameliorated sperm motility. In subjects with idiopatic asthe-
nozoospermia the administration of a multifunctional antioxidant nutraceutical compound is safe and effecti-

ve.
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Nonostante gli impressionanti progressi rag-
giunti negli ultimi trenta anni dalle tecniche

di fecondazione assistita, ad aggi non vi sono an-
cora trattamenti efficaci per I'infertilita maschile
idiopatica, e nessuno studio controllato che ab-
bia utilizzato qualsivoglia trattamento ormonale
ha dimostrato di aumentare i tassi di gravidan-
za'. A fronte di questi deludenti risultati dell’ot-
monoterapia, studi sperimentali e clinici hanno
dimostrato che nel liquido seminale dei soggetti
dispermici sono presenti esagerate concentrazio-
ni di specie reattive dell’ossigeno (ROS), e che la
presenza di ROS ed altri ossidanti riduce il nu-
mero e la mobilita degli spermatozoi*’.

Altri studi hanno anche dimostrato che elevate
concentrazioni seminali di radicali liberi sono in
grado di alterare non solo la morfologia esterna
dello spermatozoo, con elevato rilascio di cellu-
le deformi, ma anche la struttura del DNA, che
diviene piu incline a frammentarsi*’. Un’elevata
percentuale di cellule (>15%) con DNA fram-
mentato sembra correlare negativamente con la
fertilita, anche quando lo spermatozoo ¢ prele-
vato direttamente dal testicolo®. Questi dati in-
dicano che gli effetti gametotossici dei ROS si
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esprimono molto precocemente. L’origine del-
I'esagerata produzione di sostanze ossidanti in
soggetti apparentemente sani e privi di infezioni
documentate, non ¢ nota.

Sulla base di queste osservazioni sono stati ap-
prontati test in grado di misurare la percentuale
di cellule con frammentazione del DNA ed ¢ sta-
to individuato un indice, il DNA Fragmentation
Index (DFI), che correla con la fertilita del cam-
pione in esame”®. Nello studio di Benchaib ¢ sta-
to dimostrato che campioni contenenti oltre il
20% di spermatozoi con DNA frammentato
(DFI>20%) risultavano non fertili’. In un suc-
cessivo studio italiano € stato rilevato che cam-
pioni di eiaculato contenti almeno il 15% di ga-
meti con DNA frammentato risultavano non fer-
tili; tuttavia, se il campione proveniva da biopsia
testicolare il DFI si riduceva e, quando utilizza-
to per la ICSI, il tasso di gravidanze aumenta-
va'’. In forza di questi dati vi ¢ oggi ampio ac-
cordo sulla necessita di eseguire anche il test per
il DFI in aggiunta allo spermiogramma in tutti i
pazienti con dispermia idiopatica'"'?.
Numerosi gruppi di studio hanno valutato se la
somministrazione orale di antiossidanti potesse
ridurre lo stress ossidativo e migliorare le carat-
teristiche morfologiche e funzionali degli sper-
matozoi. I primi studi in tal senso sono stati con-
dotti con complessi multivitaminici, in partico-
lare con vitamina C ed E, con risultati ambi-
gui”". In studi successivi sono stati utilizzati
cocktail di antiossidanti sia lipo- che idro-solubi-
li, in combinazione con cofattori enzimatici ed
acidi grassi per migliorare la fluidita di membrana
e la mobilita'*"”. Una conoscenza piu approfon-
dita della fisiopatologia dello spermatozoo sug-
geri, gia verso la meta degli anni *90, che la carni-
tina potesse giocare un ruolo rilevante nell’oligo-
astenozoospermia idiopatica, grazie alla sua ca-
pacita di stimolare il ciclo di Krebs ed aumentare
la produzione di energia nello spermatozoo, con
studi clinici protrattisi negli anni successivi e con-
trassegnati da risultati favorevoli'®*'. T positivi
effetti sullo spermiogramma e sulla fertilita del-
la supplementazione con carnitine sono stati
confermati da una successiva meta-analisi che
ha incluso 862 pazienti trattati con L-carnitina
da sola o in associazione ad acetil-L-carnitina®.
Sulla scorta di questi riscontri abbiamo testato
Pefficacia di un nutraceutico di recente introdu-
zione a base di carnitine, vitamine, antiossidanti,
element traccia e fruttosio (Proxeed NF™) in pa-
zienti dispermici. Poiché nel nostro laboratorio ¢
procedura standard eseguire oltre alla valutazio-
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ne classica dei parametri spermatici anche un test
di dispersione della cromatina per quantificare la
frammentazione del DNA, la casistica qui pre-
sentata ¢ la prima che abbia valutato gli effetti di
un nutraceutico multicomponente a base di car-
nitine su questo parametro.

Materiali e metodi

Sono stati inclusi 20 soggetti con precedente dia-
gnosi di dispermia idiopatica. Il campione pre-
sentava un’eta compresa fra 25 e 43 anni (eta media
307%3.9 anni) e con infertilita >1 anno. Tutti i sog-
getti erano stati precedentemente sottoposti a vi-
sita andrologica, per la ricerca di alterazioni ana-
tomiche dell’apparato genitale, e sottoposti ad
Ecocolordoppler testicolare con orchimetria.
Sono stati esclusi dallo studio soggetti con re-
flussi venosi spermatici emodinamicamente si-
gnificativi (grado 3°-4°-5° secondo Sarteschi) e
soggetti con volumetria testicolare <6 ml.

La presenza di infezioni delle vie seminali da par-
te di germi comunt, chlamydia trachomatis, mycopla-
sma hominis, nreaplasma nrealyticum ¢ stata esclusa
con esame colturale dell’eiaculato ed, in alcuni
casi, con tampone uretrale. 11 liquido seminale
presentava caratteristiche macroscopiche (volu-
me, viscosita, aspetto, fluidificazione e pH) nel-
la norma.

Lo screening del profilo ormonale evidenziava
livelli sierici nel range di normalita di ormone
luteinizzante (LH: 2,2-8,6U1/L), follicolostimo-
lante (FSH: 2,3-8.0 UI/L), prolattina (PRL: 2,6-
13,0 ng/mL), Testosterone (T: 2,8-6,0 ng/mL),
Estradiolo (E2: 20,0-47,0 pg/mL) e tireotropi-
na (TSH: 0,3-5,6 mU/mL). I soggetti non erano
affetti da malattie sistemiche e non assumevano
farmaci. Sette soggetti (30%) erano moderati
fumatori (<10 sigarette/die).

Spermiogramma

La valutazione dei parametri basali prima della
supplementazione ¢ stata eseguita in accordo con
le raccomandazioni WHO10 e comprendeva
conta e concentrazione degli spermatozoi, mo-
tilita totale e progressiva (a+b), morfologia, conta
leucocitaria con cut-off fissato a <1x10°/mL..

In tabella 1 sono riportati i risultati della valuta-

zione basale del liquido seminale, incluso il test di
dispersione del DNA.

Valutazione del DFI

La frammentazione del DNA spermatico ¢ stata
visualizzata con procedura SCD (Sperm Chroma-
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Tabella 1. Parametri seminali e del DFI rilevati all’inclusione.

Parametro

Valore medio (DS)

Concentrazione (x10¢/mL)
Motilita totale (%)

Motilita progressiva (%)
Morfologia (forme tipiche%)
DFI

20.8+6.3

10.4+5.5
7.2%+5.0
20.3+5
20.9+3

tin Dispersion), usando il kit Halosperm (Halo-
tech DNA SL, Madrid, Spain), secondo le indica-
zioni fornite dal produttore. In breve, spermato-
zoi freschi non fissati, sono stati immersi in un
microgel inerte di agarosio su vetrino. Il succes-
sivo trattamento con soluzione acida denatura
prevalentemente il DNA dei gameti con DNA
frammentato, cui segue rimozione degli istoni e
spacchettamento della cromatina. Il materiale ¢
quindi colorato con fluorocromi specifici per il
DNA ed il vetrino ¢ esaminato con microscopio
a contrasto di fase®.

Misure di intervento

I soggetti selezionati sono stati invitati a tenere
uno stile di vita sano, con abolizione dell’alcol e
del fumo di sigaretta e ad integrare la dieta con il
nutraceutico oggetto di valutazione (Proxeed
NF™ Sigma-Tau SpA I-Pomezia). Il prodotto ¢
commercializzato in bustine solubili. Ciascuna
bustina da 5g contiene: L-carnitina (250 mg), ace-
til-L-carnitina (75 mg), acido citrico (50 mg),
fruttosio (250 mg), zinco (10 mg), coenzima Q10
(20 mg), vitamina C (90 mg), vitamina B12 (1.5
Ug), acido folico (200 [g), selenio (50 Ug). A cia-
scun soggetto ¢ stato chiesto di assumere una
bustina/die a stomaco pieno per i successivi 90
giorni.

Analisi statistica

Dato I’esiguo campione studiato, la valutazione
delle variabili ¢ stata eseguita con procedure di
statistica descrittiva. I dati sono stati espressi
come valore medio £DS. Abbiamo utilizzato il
test #di Student ed il test del }* per i dati appaia-
ti per tutte le variabili obiettivo. Le differenze
registrate sono state considerate significative se
inferiori al 5% (p<0.05).

Risultati

Obiettivo primario di questo studio era valutare
gli effetti dopo 12 settimane di somministra-
zione del nutraceutico sopra descritto sull’in-
dice di frammentazione del DNA. La densita,
la morfologia e la motilita spermatica erano
obiettivi secondari. Tutti i pazienti inclusi han-
no completato lo studio. Un nuovo esame del
liquido seminale ¢ stato eseguito dopo 11-13
settimane dall’inizio dell’assunzione. Al termi-
ne del follow-up sono state osservate variazio-
ni di tutti i parametri oggetto di valutazione (ta-
bella 2).

La densita spermatica, a fronte di un trend posi-
tivo, non ¢ stata alterata in misura statisticamen-
te significativa dal composto. Miglioramenti si-
gnificativi sono stati invece osservati per la mo-
tilita totale e rettilinea e per I'indice di frammen-

Tabella 2. Variazione dello spermiogramma e del DFI dopo una media di 12 settimane di

supplementazione.

Parametro

Valore medio (DS)

Concentrazione (x10¢/mL)
Maotilita totale (%)

Motilita progressiva (%)
Morfologia (forme tipiche%)
DFI

21.2+6.3
25.2+7.5
15.8x6.1
22.3+5.9
12.0+3.8
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Figura 1. Correlazione fra DFI e supplementazione
antiossidante.
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tazione del DNA. La motilita totale ¢ aumentata
del 150%.

La mobilita progressiva ¢ aumentata del 119%
(p<0.05). Sembra plausibile correlare questo ti-
sultato non solo con una maggiore efficienza
energetica, probabilmente dipendente dalla mag-
glor disponibilita di carnitina e/o di fruttosio da
parte dello spermatozoo, ma anche con una mi-
gliore coordinazione del movimento caudale, tale
da rendere piu efficiente la progressione antero-
grada.

I modesti effetti sul numero di gameti e sulla
loro morfologia era atteso, coerentemente con i
risultati di studi analoghi con antiossidanti, con
o senza aggiunta di carnitine®*.

B’ stata registrata anche una riduzione del DFI
di 8.9 punti percentuali (p<0.05), con rientro del
tasso di frammentazione al di sotto del 15%, la
soglia di prudenza. Una riduzione delle cellule
con DNA frammentato di questa entita ¢ da con-
siderarsi molto promettente se si considera che
la durata del nostro studio ¢ stata relativamente
breve (figura 1).

Discussione

Nell’ultima decade sono stati condotti numerosi
studi con antiossidanti in soggetti affetti da oli-
goastenozoospermia. Nella maggior parte dei casi
Pobiettivo era valutare le variazioni dei parametri
cinetici. Questo qui presentato ¢, per quanto a
nostra conoscenza, il primo studio nel quale sia
stato impiegato un supplemento multicomponen-
te di nuova generazione in soggetti dispermici con
Pobiettivo di valutare sia 1 parametri cinetici e
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morfologici sia il DFI. Il nutraceutico da noi uti-
lizzato conteneva L.-carnitina ed acetil-I.-carniti-
na, coenzima Q10, vitamina C e B12, acido foli-
co, acido citrico, fruttosio, selenio e zinco in quan-
tita bilanciate.

L-carnitina ed acetil-L.-carnitina sono molecole
fortemente coinvolte nei processi di produzio-
ne dell’energia. Il coenzima Q10 ¢ un antiossi-
dante liposolubile con un elevato potenziale os-
sido-riduttivo, presente sulla parete della mem-
brana mitocondriale ed in grado di inibire la pe-
rossidazione dei fosfolipidi della membrana ci-
toplasmatica e del DNA nucleare, gia sperimen-
tato con buoni risultati nell’astenozoospermia
idiopatica®**’. I’acido citrico ed il fruttosio sono
essenziali per il metabolismo energetico®. La
vitamina C ¢ uno dei piu potenti antiossidanti
idrosolubili, attivo nel citosol cellulare ed ope-
rante in sinergia con il CoQ10 per il circuito di
rigenerazione della vitamina E (Vitamin E Re-
generation System -VERS-), un’importante bar-
tiera antiossidante”. La complessa protezione
antiossidante ¢ inoltre garantita in questo com-
posto dalla presenza di selenio, cofattore enzi-
matico di varie superossidodismutasi (SOD) e
dallo zinco che, oltre alle funzioni antimicrobi-
che, svolge anche azioni antiossidanti dirette ed
indirette in sinergia con I’acido folico™. Lo zin-
co sembra inoltre coinvolto nei processi di sta-
bilizzazione delle nucleoproteine e, a questa pro-
prieta, potrebbero essere associati parte dei po-
sitivi effetti da noi osservati sulla minor fram-
mentazione del DNA?!,

I>acido folico e la vitamina B12 sono metaboliti
intermedi con ruoli rilevanti nei processi di meio-
si e di duplicazione cellulare®™. Quasi tutte que-
ste sostanze sono state utilizzate singolarmente
o in associazione in studi clinici e sperimentali
ma, per quanto a nostra conoscenza, mal in un
unico supplemento appositamente disegnato per
sfruttare i meccanismi sinergici delle singole
componenti.

Sulla base delle nostre osservazioni la loro com-
binazione presente nel nutraceutico testato sem-
bra aver esercitato effetti moltiplicativi piu che
additivi. II dato piu rilevante di questo studio ¢
quello relativo alla riduzione di 8.9 punti per-
centuali (dal 20.9% al 12.0%) del DFI (p<<0.05).
I’andamento del DFI nell’arco dello studio ¢ de-
scritto in figura 1.

L’incremento della motilita progressiva di 2.2
volte (dal 7.2% al 15.8%) e di quella totale di
quasi 2.5 volte ¢ risultato di gran lunga superiore
rispetto a quella osservata in altri trial nei quali
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erano stati utilizzati singoli componenti'™".I tre
principali limiti di questo studio consistono nel
mancato dosaggio dei ROS nell’eiaculato dopo
assunzione del supplemento e nelle dimensioni
del campione. Per tale ragione le due gravidanze
registrate al termine delle 12 settimane non pos-
sono essere correlate in modo statisticamente si-
gnificativo al trattamento.

Conclusioni

La somministrazione di un nutraceutico multi-
componente a base di L-carnitina ed acetil-L-
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