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INTRODUZIONE

Negli ultimi decenni si ¢ assistito a un crescente interesse nei confronti dei prodotti naturali come
fonte di molecole bioattive per lo sviluppo di nuove strategie terapeutiche. Numerosi composti di
origine vegetale hanno dimostrato proprieta farmacologiche rilevanti associate a un profilo di
sicurezza generalmente favorevole, suscitando I’interesse della comunita scientifica e
dell’industria farmaceutica [1]. Tra questi, la berberina (BBR) rappresenta una delle molecole
naturali maggiormente studiate grazie alla sua ampia gamma di attivitd biologiche e
farmacologiche.

La berberina ¢ un alcaloide isochinolinico quaternario presente in numerose specie vegetali
appartenenti principalmente ai generi Berberis, Coptis e Hydrastis. Da secoli essa viene impiegata
nella medicina tradizionale cinese e ayurvedica per il trattamento di differenti patologie, in
particolare disturbi gastrointestinali, infezioni e processi infiammatori [2-6]. Le moderne ricerche
farmacologiche hanno successivamente confermato il notevole potenziale terapeutico della
molecola, evidenziandone attivita antimicrobiche, antinfiammatorie, antiossidanti, antidiabetiche,
ipolipemizzanti, neuroprotettive e antitumorali [7-9].

L’interesse nei confronti della berberina deriva dalla sua capacita di interagire con numerosi
bersagli molecolari coinvolti nella regolazione del metabolismo cellulare, dei processi
inflammatori, dello stress ossidativo e della proliferazione cellulare. Diversi studi hanno infatti
dimostrato che la BBR ¢ in grado di modulare importanti pathway intracellulari, tra cui AMPK,
NF-«B, PI3K/AKT, MAPK ed altri sistemi di segnalazione coinvolti nella patogenesi di numerose
malattie croniche [10,11].

Nonostante le promettenti proprieta farmacologiche, I’applicazione clinica della berberina risulta
fortemente limitata dalle sue sfavorevoli caratteristiche farmacocinetiche. La molecola presenta
infatti una scarsa solubilita in ambiente acquoso, un ridotto assorbimento intestinale, un esteso
metabolismo di primo passaggio e un marcato efflusso mediato dalla glicoproteina P (P-gp), fattori
che ne compromettono significativamente la biodisponibilita sistemica [12-16]. Numerosi studi
hanno evidenziato che la biodisponibilita orale della berberina ¢ inferiore all’1%, rappresentando
uno dei principali ostacoli al suo impiego terapeutico [17].

Per superare tali limitazioni, negli ultimi anni sono state sviluppate diverse strategie finalizzate al
miglioramento della biodisponibilita della berberina. Tra queste, particolare attenzione ¢ stata
rivolta all’impiego di sistemi innovativi di drug delivery in grado di aumentarne la solubilita,
proteggerla dalla degradazione gastrointestinale e favorirne 1’assorbimento attraverso le
membrane biologiche [18-66]. In questo contesto, le nanotecnologie hanno assunto un ruolo

centrale nello sviluppo di nuove formulazioni farmaceutiche.
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Le nanoparticelle rappresentano infatti una delle strategie piu promettenti per il miglioramento
delle caratteristiche biofarmaceutiche della berberina. Grazie alle loro ridotte dimensioni e alle
peculiari proprieta fisico-chimiche, questi sistemi consentono di incrementare la stabilita del
principio attivo, migliorarne 1’assorbimento, aumentarne la biodisponibilita e favorirne il rilascio
controllato [67-69]. Tra i diversi materiali impiegati, il chitosano ha suscitato particolare interesse
grazie alla sua biocompatibilita, biodegradabilita, mucoadesivita e capacita di favorire il trasporto
di farmaci attraverso le mucose biologiche [70-74].

Parallelamente, la ricerca oncologica ha evidenziato il notevole potenziale della berberina nel
trattamento di diverse neoplasie. Numerosi studi in vitro e in vivo hanno dimostrato che la
molecola ¢ in grado di inibire la proliferazione cellulare, indurre apoptosi, modulare i processi
autofagici, contrastare 1’angiogenesi tumorale e ridurre la capacita invasiva e metastatica delle
cellule neoplastiche [75-83]. Tali effetti risultano particolarmente rilevanti nel carcinoma
polmonare, una delle principali cause di mortalita oncologica a livello mondiale, caratterizzata da
elevata aggressivita biologica e frequente sviluppo di resistenza ai trattamenti convenzionali.
L’introduzione delle nanoformulazioni ha ulteriormente ampliato le potenzialita terapeutiche della
berberina in ambito oncologico. Nanoparticelle polimeriche, sistemi lipidici, nanostrutture
metalliche, liposomi e altri nanocarrier avanzati hanno dimostrato la capacita di migliorare il
targeting tumorale, aumentare 1’accumulo del farmaco nel microambiente neoplastico e potenziare
I’efficacia terapeutica della molecola.

Alla luce di queste considerazioni, il presente elaborato di tesi si propone di analizzare le
caratteristiche chimiche e farmacologiche della berberina, approfondirne i limiti farmacocinetici e
descrivere le principali strategie sviluppate per migliorarne la biodisponibilita. Particolare
attenzione sara dedicata alle piu recenti nanoformulazioni e alle loro applicazioni in ambito
oncologico, con specifico riferimento al carcinoma polmonare, evidenziando le prospettive future

di impiego di questa promettente molecola naturale.



CAPITOLO 1

BERBERINA: ORIGINE, STRUTTURA CHIMICA E PROPRIETA
FARMACOLOGICHE

1.1 Origine e distribuzione naturale della berberina

La berberina (BBR) ¢ un alcaloide isochinolinico quaternario appartenente alla classe degli
alcaloidi benzilisochinolinici. Si tratta di una sostanza naturale ampiamente distribuita nel regno
vegetale e presente in numerose specie utilizzate tradizionalmente a scopo medicinale [84-87].
Le principali fonti naturali di berberina appartengono ai generi Berberis, Coptis, Hydrastis e
Phellodendron. Tra le specie piu studiate figurano Berberis vulgaris (crespino), Berberis aristata,
Hydrastis canadensis (goldenseal), Coptis chinensis e Berberis aquifolium. La molecola ¢
localizzata prevalentemente nelle radici, nella corteccia e nei rizomi di queste piante, dove svolge
un ruolo protettivo nei confronti di agenti patogeni e stress ambientali.

L'impiego terapeutico della berberina risale a diversi secoli fa. Nella medicina tradizionale cinese
essa veniva utilizzata principalmente per il trattamento delle infezioni gastrointestinali, delle
diarree e delle malattie inflammatorie, mentre nella medicina ayurvedica trovava applicazione nel
trattamento di disturbi metabolici e infettivi.

Negli ultimi decenni, l'interesse scientifico nei confronti di questa molecola ¢ cresciuto
notevolmente grazie alla scoperta di numerose attivita biologiche che ne hanno ampliato il

potenziale terapeutico ben oltre gli impieghi tradizionali.

1.2 Struttura chimica e caratteristiche fisico-chimiche

Dal punto di vista strutturale, la berberina ¢ un derivato della 5,6-diidrodibenzo[a,g]chinolizina ed
¢ caratterizzata dalla presenza di un sistema policiclico aromatico contenente un atomo di azoto

quaternario permanentemente carico positivamente [88].



Tabella 1. Riepilogo del farmaco

Nome droga

Cloruro di Berberina

Numero CAS

633-65-8

Nome chimico

5,6-Diidro-9,10-dimetossibenzo[g]-1,3-benzodiossolo[5,6-a]chinolizinio cloruro

Classe chimica

Alcaloidi benzilisochinolinici

Peso molecolare

371.81

Formula molecolare

C20H18CINO4

Azione farmacologica/mecanismo d’azione

Inibizione del meccanismo di riparazione del DNA, inibitore delle MAO, inibitore

COX2

Indicazione Antibatterico, antiprotozoario, antidiabetico, anticancro, antidepressivo; utilizzato anche
nel trattamento delle malattie cardiovascolari

Aspetto Polvere cristallina gialla
Punto di fusione 145
pKa 2.47
Solubilita Scarsamente solubile in metanolo, poco solubile in etanolo e molto poco solubile in
acqua
Struttura
o -
< cl

OMe

Cloruro di Berberina OMe

Nella pratica farmaceutica la molecola viene generalmente utilizzata sotto forma di sali,
principalmente come cloruro di berberina; solfato di berberina e cloridrato di berberina.

Tali forme saline presentano caratteristiche di solubilita superiori rispetto alla molecola libera e
risultano pertanto piu adatte allo sviluppo di formulazioni farmaceutiche [89].

La berberina si presenta come una polvere cristallina di colore giallo intenso, inodore e dal
caratteristico sapore amaro. La presenza di un sistema aromatico planare favorisce l'interazione
con diverse biomolecole, tra cui DNA, RNA e proteine intracellulari, contribuendo ai numerosi
effetti biologici osservati.

Dal punto di vista della solubilita, la molecola presenta caratteristiche poco favorevoli: ¢
scarsamente solubile in acqua; leggermente solubile in etanolo; moderatamente solubile in
metanolo; insolubile in solventi apolari come benzene, etere e cloroformio.

La ridotta solubilitd acquosa rappresenta uno dei principali fattori responsabili della bassa

biodisponibilita orale della molecola e costituisce uno dei principali limiti al suo impiego clinico.



1.3 Metabolismo e principali metaboliti

Dopo somministrazione orale, la berberina subisce un intenso metabolismo epatico e intestinale.
La molecola viene trasformata attraverso reazioni di demetilazione, riduzione e coniugazione che
portano alla formazione di diversi metaboliti biologicamente attivi.
I principali metaboliti identificati sono:

e Berberrubina (M1);

e Talifendina (M2);

e Demetilenberberina (M3);

e latrorrizina (M4) [90].
Negli ultimi anni ¢ emerso che tali metaboliti non rappresentano semplicemente prodotti di
degradazione, ma contribuiscono in maniera significativa alle attivita biologiche complessive della
berberina.
Ad esempio, la berberrubina e la talifendina hanno mostrato attivita antiossidanti e
antiproliferative nei confronti di differenti linee cellulari tumorali, mentre la demetilenberberina
ha evidenziato proprieta epatoprotettive e antinfiammatorie particolarmente interessanti [91,92].
Questi risultati suggeriscono che gli effetti terapeutici osservati in vivo siano il risultato dell'azione

combinata della molecola madre e dei suoi metaboliti.

1.4 Proprieta farmacologiche della berberina

Uno degli aspetti piu interessanti della berberina ¢ rappresentato dalla sua attivita farmacologica
multitarget. Diversamente da molti farmaci convenzionali, che agiscono su un singolo bersaglio
molecolare, la BBR ¢ in grado di modulare simultaneamente numerose vie intracellulari coinvolte
nella regolazione del metabolismo cellulare, dell'infiammazione, dello stress ossidativo e della
proliferazione cellulare.

Questa caratteristica spiega l'ampio spettro delle sue attivita terapeutiche che viene riassunto in

tabella 2.



Tabella 2. Meccanismo d’azione della berberina per diverse attivita

Ruolo della Berberina Meccanismo d’azione
Antimicrobico La BBR essendo un substrato di NorA, ¢ in grado di accumularsi nelle cellule batteriche e di
legarsi al DNA sia a singolo che a doppio filamento, portando cosi alla morte batterica per danno al
DNA.
Antiinfilammatorio Inibisce la produzione del fattore di necrosi tumorale-o (TNF-a), dell’interleuchina-6 (IL-6) e della

proteina chemioattrattiva dei monociti (MCP-1).
Inoltre, influenza la produzione di prostaglandina E2 (PGE2) e la formazione di essudato, e riduce
I’espressione di COX-2, delle metalloproteinasi della matrice (MMP)-2 e -9 attraverso le vie di
segnalazione della protein chinasi attivata da mitogeni (MAPK) e del NF-kB.

Antitumorale La BBR si lega specificamente agli oligonucleotide e stabilizza I triplex di DNA o I G-quadruplex
tramite I’inibizione della telomerase e della topoisomerase, il che spiega la sua attivita
antiproliferative.
Antidiabetico L’aumento dei trasportatori GLUT4 tramite 1’attivazione della protein chinasi attivata da AMP

(AMPK), la modulazione del microbiota intestinale e gli effetti antinfiammatori e antiossidanti
migliorano la sensibilita all’insulina e la tolleranza al glucosio, mitigando gli effetti dannosi
dell’iperglicemia.

Antidepressivo La BBR influenza la via di segnalazione di L-arginina-NO ¢cGMP, manifestando cosi la sua attivita
antidepressive.
Antiiperlipidemico La BBR aumenta D’attivita trascrizionale del promotore del LDLR attraverso la via JNK e la

stabilizzazione del recettore epatico del colesterolo LDL (LDLR) tramite una via dipendente dalla
chinasi regolata da segnali extracellulari (ERK). Inoltre, I’influenza sulla 5° AMPK e il blocco
della via MAPK/ERK provocano I’inibizione della sintesi lipidica.

1.5 Attivita antimicrobica

L'attivita antimicrobica rappresenta una delle proprieta piu antiche e meglio documentate della
berberina. Diversi studi hanno dimostrato che la molecola possiede attivita antibatterica nei
confronti di numerosi microrganismi patogeni, tra cui: Escherichia coli; Salmonella spp.; Shigella
spp.; Vibrio cholerae; Staphylococcus epidermidis e Neisseria meningitidis [93-99].
I meccanismi coinvolti comprendono:

e alterazione della membrana cellulare batterica;

 inibizione della sintesi proteica;

o interferenza con la replicazione del DNA;

o inibizione degli enzimi batterici;

o riduzione dell'attivita della sortasi nei batteri Gram-positivi [100,101].
Inoltre, ¢ stata osservata una significativa attivita sinergica tra berberina e antibiotici

convenzionali, suggerendo possibili applicazioni nel contrasto dell'antibiotico-resistenza [102].

1.6 Attivita antinfiammatoria e antiossidante

Numerose evidenze sperimentali indicano che la berberina possiede una marcata attivita
antinflammatoria. La molecola ¢ in grado di ridurre la produzione di citochine proinfiammatorie

quali: TNF-a; IL-1B; IL-6 e di inibire l'attivazione della via di segnalazione NF-xB [103,104].
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L'inibizione di NF-xB determina una riduzione dell'espressione di numerosi mediatori
dell'infiammazione e contribuisce alla protezione di differenti organi e tessuti dai danni
inflammatori cronici.
Parallelamente, la berberina mostra un'importante attivita antiossidante grazie alla capacita di:

e neutralizzare specie reattive dell'ossigeno (ROS);

o aumentare l'attivita degli enzimi antiossidanti endogeni;

e ridurre i fenomeni di perossidazione lipidica.
Questi effetti risultano particolarmente rilevanti nelle patologie cardiovascolari, metaboliche e

neurodegenerative.

1.7 Attivita metabolica: effetti antidiabetici e ipolipemizzanti
Uno degli ambiti maggiormente studiati riguarda gli effetti metabolici della berberina.

Numerosi studi clinici e preclinici hanno dimostrato che la molecola esercita un'importante attivita
ipoglicemizzante attraverso differenti meccanismi:

e attivazione di AMPK;

e aumento dell'espressione di GLUT-4;

e incremento della sensibilita insulinica;

e riduzione della gluconeogenesi epatica;

e miglioramento del metabolismo glucidico [105-112].
Diversi autori hanno osservato che gli effetti della berberina risultano comparabili a quelli della
metformina nella riduzione della glicemia e dell'emoglobina glicata (HbAlc).
Parallelamente, la molecola esercita un'importante attivita ipolipemizzante mediante:

e riduzione del colesterolo LDL;

e diminuzione dei trigliceridi;

e incremento del colesterolo HDL;

o modulazione della sintesi lipidica epatica [113-119]
Queste proprieta rendono la berberina particolarmente interessante nel trattamento della sindrome

metabolica e delle malattie cardiovascolari.

1.8 Potenziale antitumorale

Tra tutte le attivita biologiche della berberina, quella antitumorale rappresenta attualmente uno dei
settori di ricerca piu promettenti.

Numerosi studi hanno dimostrato che la molecola ¢ in grado di:
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o inibire la proliferazione cellulare;

e indurre apoptosi;

e modulare 'autofagia;

e contrastare l'angiogenesi;

e ridurre la capacita invasiva delle cellule tumorali;

o limitare la formazione di metastasi.
Tali effetti sono stati osservati in differenti tipologie tumorali, tra cui: il carcinoma mammario; il
carcinoma colorettale; il carcinoma epatocellulare; il carcinoma prostatico e il carcinoma
polmonare.
Grazie alla sua capacita di interferire con molteplici pathway molecolari coinvolti nella
progressione tumorale, la berberina rappresenta oggi uno dei principali fitocomposti candidati allo

sviluppo di nuove strategie terapeutiche integrate in ambito oncologico.
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CAPITOLO 2

FARMACOCINETICA E LIMITI DI BIODISPONIBILITA DELLA
BERBERINA

Nonostante I'ampio spettro di attivita biologiche e farmacologiche attribuite alla berberina, la sua
applicazione clinica ¢ stata a lungo limitata da caratteristiche farmacocinetiche sfavorevoli che ne
compromettono l'efficacia terapeutica. Negli ultimi anni numerosi studi hanno infatti evidenziato
come il principale ostacolo all'utilizzo della berberina in ambito clinico non sia rappresentato dalla
sua attivita farmacologica, bensi dalla sua ridotta biodisponibilitd sistemica dopo
somministrazione orale.

La biodisponibilita di un farmaco rappresenta la frazione della dose somministrata che raggiunge
inalterata la circolazione sistemica e risulta quindi disponibile per esercitare il proprio effetto
farmacologico. Nel caso della berberina, tale parametro assume valori estremamente bassi,
generalmente inferiori all'l %, nonostante la molecola possieda una documentata attivita biologica
in numerosi modelli sperimentali.

Questa apparente contraddizione ha stimolato un intenso interesse scientifico volto a comprendere
1 meccanismi responsabili della scarsa biodisponibilita della molecola e a sviluppare strategie

innovative in grado di superare tali limitazioni.

2.1 Assorbimento gastrointestinale della berberina

L'assorbimento intestinale rappresenta il primo e probabilmente il piu importante ostacolo
farmacocinetico che la berberina deve superare dopo somministrazione orale. Una volta ingerita,
la molecola attraversa I'ambiente gastrico e intestinale dove incontra numerose barriere fisiche,
chimiche e biologiche che ne limitano l'assorbimento.

La struttura chimica della berberina influenza profondamente il suo comportamento nel tratto
gastrointestinale. In condizioni fisiologiche la molecola si presenta prevalentemente sotto forma
ionizzata, caratteristica che riduce la sua capacita di attraversare passivamente le membrane
biologiche lipidiche. Inoltre, la presenza di una carica positiva permanente favorisce fenomeni di
aggregazione molecolare che ne riducono ulteriormente la disponibilita per l'assorbimento
intestinale.

Diversi studi hanno dimostrato che la berberina presenta una permeabilita intestinale relativamente
bassa. Secondo il sistema di classificazione biofarmaceutica (Biopharmaceutics Classification

System, BCS), la molecola pud essere considerata un composto caratterizzato da limitata
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permeabilita, condizione che contribuisce significativamente alla riduzione dell'assorbimento
sistemico.

L'assorbimento della berberina appare inoltre fortemente dipendente dal pH dell'ambiente
gastrointestinale. E stato osservato che la molecola presenta una maggiore solubilita a pH prossimi
alla neutralita rispetto agli ambienti fortemente acidi. In particolare, la solubilita della berberina a
pH 7 risulta circa venti volte superiore rispetto a quella osservata a pH 1,2. Tale comportamento ¢
attribuibile alla minore tendenza all'aggregazione molecolare e alla diversa distribuzione delle
forme ioniche della sostanza.

Nonostante queste caratteristiche possano favorire parzialmente la dissoluzione intestinale,
l'assorbimento complessivo rimane comunque limitato, suggerendo l'intervento di ulteriori

meccanismi responsabili della ridotta biodisponibilita.

2.2 Solubilita e dissoluzione: il primo ostacolo farmacocinetico

La scarsa solubilita acquosa rappresenta uno dei principali fattori limitanti per I'impiego
terapeutico della berberina. Numerosi studi hanno evidenziato che la velocita di dissoluzione della
molecola nei fluidi biologici ¢ relativamente ridotta, condizione che limita la quantita di farmaco
disponibile per l'assorbimento attraverso la mucosa intestinale [120].

La dissoluzione rappresenta una fase fondamentale per I'assorbimento dei farmaci somministrati
per via orale. Prima di attraversare le membrane biologiche, infatti, il principio attivo deve essere
presente in forma disciolta. Una ridotta velocita di dissoluzione determina inevitabilmente una
minore concentrazione del farmaco disponibile per l'assorbimento e, di conseguenza, una
riduzione della biodisponibilita.

Nel caso della berberina, la presenza di una struttura altamente aromatica e planare contribuisce a
una limitata affinita per I'acqua. La molecola tende inoltre a formare aggregati supramolecolari
che riducono ulteriormente la superficie disponibile per la dissoluzione.

Queste caratteristiche spiegano perché, nonostante dosaggi relativamente elevati, solo una minima

frazione della dose somministrata riesca effettivamente a raggiungere la circolazione sistemica.

2.3 Il ruolo della glicoproteina P nell'efflusso della berberina

Uno degli aspetti piu studiati della farmacocinetica della berberina riguarda il ruolo della
glicoproteina P (P-gp), una proteina transmembrana appartenente alla famiglia dei trasportatori

ABC (ATP-Binding Cassette).
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La P-gp ¢ localizzata principalmente sulla superficie apicale delle cellule epiteliali intestinali e
svolge una funzione protettiva nei confronti dell'organismo, espellendo numerose sostanze
potenzialmente tossiche verso il lume intestinale. Tuttavia, questa stessa funzione puo ridurre
significativamente 1'assorbimento di diversi farmaci [121].

Numerose evidenze sperimentali hanno dimostrato che la berberina ¢ un substrato della
glicoproteina P. Dopo essere stata assorbita dalle cellule intestinali, una parte consistente della
molecola viene rapidamente trasportata nuovamente nel lume intestinale, riducendo drasticamente
la quantita disponibile per il passaggio nella circolazione sistemica.

L'importanza di questo meccanismo ¢ stata confermata da studi che hanno utilizzato inibitori della
P-gp, come verapamil e ciclosporina A. In presenza di tali sostanze ¢ stato osservato un
significativo aumento dell'assorbimento intestinale della berberina, dimostrando il ruolo centrale

dell'efflusso mediato da P-gp nella limitazione della biodisponibilita della molecola.

2.4 Metabolismo di primo passaggio

Oltre ai problemi di assorbimento intestinale, la berberina ¢ soggetta a un esteso metabolismo di
primo passaggio che contribuisce ulteriormente alla riduzione della sua biodisponibilita.

Il metabolismo di primo passaggio consiste nell'insieme delle trasformazioni metaboliche che il
farmaco subisce a livello intestinale ed epatico prima di raggiungere la circolazione sistemica. Nel
caso della berberina, tale fenomeno appare particolarmente marcato [122].

Dopo l'assorbimento intestinale, la molecola viene trasportata al fegato attraverso la vena porta,
dove subisce numerose reazioni metaboliche catalizzate da enzimi appartenenti principalmente
alla famiglia del citocromo P450. Tali reazioni determinano la formazione di diversi metaboliti,
alcuni dei quali mantengono una certa attivita biologica, mentre altri vengono rapidamente
eliminati dall'organismo.

L'elevata efficienza di questi processi metabolici contribuisce a ridurre drasticamente la
concentrazione plasmatica della molecola madre e rappresenta uno dei principali fattori

responsabili della ridotta esposizione sistemica osservata dopo somministrazione orale.

2.5 Distribuzione sistemica

Nonostante la ridotta concentrazione plasmatica, la berberina presenta una distribuzione tissutale
sorprendentemente ampia. Studi farmacocinetici condotti su modelli animali hanno dimostrato che
la molecola ¢ in grado di accumularsi in numerosi organi e tessuti, tra cui fegato, reni, polmoni,

cuore, cervello, pancreas e tessuto adiposo [123].
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Particolarmente interessante ¢ 1'elevata concentrazione osservata a livello epatico, che suggerisce
un possibile ruolo terapeutico della berberina nelle patologie metaboliche e nelle malattie del
fegato.

La distribuzione tissutale appare spesso disaccoppiata dai livelli plasmatici, fenomeno che
potrebbe spiegare perché la berberina sia in grado di esercitare effetti farmacologici significativi

nonostante le basse concentrazioni rilevabili nel sangue.

2.6 Eliminazione ed escrezione

L'eliminazione della berberina avviene principalmente attraverso la bile e le feci. E stato osservato
che circa 1'84% della dose somministrata viene escreta per via fecale sotto forma di molecola
immodificata o di metaboliti.

L'escrezione urinaria contribuisce in misura minore all'eliminazione complessiva del farmaco, ma
rappresenta comunque una via importante per alcuni metaboliti derivanti dal metabolismo epatico.
L'intenso ricircolo enteroepatico della molecola contribuisce ulteriormente alla complessita del

suo profilo farmacocinetico.

2.7 Conseguenze cliniche della bassa biodisponibilita

Le limitazioni farmacocinetiche descritte hanno importanti conseguenze cliniche. Per ottenere
effetti terapeutici significativi sono spesso necessari dosaggi relativamente elevati, che possono
aumentare il rischio di effetti indesiderati gastrointestinali.

Inoltre, la notevole variabilita individuale nell'assorbimento e nel metabolismo della molecola puo
determinare differenze significative nella risposta terapeutica tra pazienti diversi.

Per tali motivi, la semplice somministrazione orale della berberina libera risulta spesso
insufficiente per sfruttarne pienamente il potenziale farmacologico. Questa consapevolezza ha
spinto la ricerca verso lo sviluppo di sistemi innovativi di drug delivery capaci di migliorare la
solubilita, proteggere la molecola dalla degradazione metabolica e favorirne l'assorbimento
intestinale.

Le nanotecnologie farmaceutiche rappresentano attualmente una delle strategie piu promettenti
per superare tali limitazioni e consentire una piu efficace applicazione clinica della berberina. I

principali approcci sviluppati a questo scopo saranno analizzati nel capitolo successivo.
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CAPITOLO 3

STRATEGIE PER IL MIGLIORAMENTO DELLA BIODISPONIBILITA
DELLA BERBERINA

L'elevato potenziale terapeutico della berberina ha stimolato negli ultimi anni un crescente
interesse verso lo sviluppo di strategie in grado di superarne le limitazioni farmacocinetiche. Come
discusso nel capitolo precedente, la scarsa biodisponibilita orale rappresenta il principale ostacolo
alla traslazione clinica di questa molecola naturale. La ridotta solubilitd acquosa, il limitato
assorbimento intestinale, I'esteso metabolismo di primo passaggio e l'efflusso mediato dalla
glicoproteina P contribuiscono infatti a ridurre drasticamente la quantita di farmaco disponibile a
livello sistemico dopo somministrazione orale.

Per affrontare tali problematiche sono state proposte numerose strategie tecnologiche e
formulative. L'obiettivo comune di questi approcci consiste nell'aumentare la quantita di principio
attivo assorbita, migliorare la sua stabilita nei fluidi biologici e ottimizzare il trasporto attraverso
le barriere fisiologiche. I risultati ottenuti negli ultimi anni hanno evidenziato come la
biodisponibilita della berberina possa essere incrementata in maniera significativa attraverso
l'impiego di sistemi innovativi di drug delivery.

Le principali strategie sviluppate comprendono l'impiego di promotori di permeazione intestinale,
inibitori della glicoproteina P, sistemi microparticellari, formulazioni lipidiche, complessi

farmaco-fosfolipide, dispersioni solide e, piu recentemente, sistemi nanostrutturati avanzati.

3.1 Promotori di permeazione intestinale

Una delle prime strategie adottate per migliorare la biodisponibilita della berberina ¢ stata
l'utilizzazione di sostanze in grado di aumentare la permeabilita della mucosa intestinale.

I promotori di permeazione agiscono principalmente modificando temporaneamente la struttura
delle giunzioni serrate presenti tra le cellule epiteliali intestinali. In questo modo viene favorito il
passaggio paracellulare delle molecole farmacologiche, aumentando la quantita di principio attivo
assorbita.

Tra i composti maggiormente studiati emerge il caprato di sodio, un tensioattivo anionico capace
di migliorare significativamente il trasporto della berberina attraverso I'epitelio intestinale. Studi
sperimentali hanno evidenziato che la presenza di tale sostanza determina un aumento della

biodisponibilita orale fino al 28% rispetto alla formulazione convenzionale.
p p
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L'effetto del caprato di sodio sembra essere attribuibile sia all'apertura reversibile delle tight
junction sia alla formazione di complessi molecolari piu facilmente assorbibili. L'interazione tra il
promotore di permeazione e la berberina favorisce inoltre una migliore dispersione del principio
attivo all'interno del lume intestinale, migliorandone la dissoluzione.

Risultati particolarmente promettenti sono stati ottenuti attraverso la formulazione Huang-Gui
Solid Dispersion (HGSD), una dispersione solida amorfa contenente berberina e caprato di sodio.
In modelli animali tale formulazione ha determinato un incremento della biodisponibilita di circa

3,8 volte rispetto alle compresse convenzionali di berberina.

3.2 Inibizione della glicoproteina P

Come gia discusso, la glicoproteina P rappresenta uno dei principali meccanismi responsabili della
ridotta biodisponibilita della berberina. Questa proteina di trasporto espelle attivamente il farmaco
dalle cellule intestinali verso il lume gastrointestinale, limitandone 1'assorbimento.

Per tale motivo, numerosi studi si sono concentrati sull'utilizzo di sostanze in grado di inibire
l'attivita della P-gp. L'inibizione di questo sistema di efflusso consente infatti di aumentare
significativamente la permanenza intracellulare della berberina e favorirne il passaggio verso la
circolazione sistemica.

Tra gli inibitori maggiormente studiati figurano il verapamil, la ciclosporina A, la tetrandrina e la
silimarina. Quest'ultima ha suscitato particolare interesse poiché possiede essa stessa attivita
antiossidanti, epatoprotettive e ipolipemizzanti. La combinazione tra silimarina e berberina ha
mostrato un significativo incremento dell'assorbimento intestinale e della biodisponibilita
sistemica.

Anche la tetrandrina ha evidenziato risultati incoraggianti. Studi condotti su cellule Caco-2 e
modelli animali hanno mostrato un aumento della concentrazione plasmatica massima della
berberina e un miglioramento dell'efficacia ipoglicemizzante quando le due molecole vengono
somministrate contemporaneamente.

Questi risultati hanno confermato I'importanza della glicoproteina P come bersaglio terapeutico

per l'ottimizzazione delle formulazioni contenenti berberina.

3.3 Complessi fosfolipidici e fitosomi

Una strategia particolarmente efficace per migliorare le proprieta biofarmaceutiche della berberina

consiste nella formazione di complessi con fosfolipidi.
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I fosfolipidi sono molecole anfifiliche costituite da una porzione idrofila e una lipofila. Grazie a
questa caratteristica possono interagire con farmaci scarsamente assorbibili, migliorandone il
trasporto attraverso le membrane biologiche.

Nel caso della berberina, la formazione di complessi con fosfatidilcolina ha determinato un
significativo aumento della liposolubilita della molecola, favorendone I'assorbimento intestinale.

I fitosomi rappresentano una particolare categoria di complessi farmaco-fosfolipide in cui il
principio attivo viene incorporato all'interno di strutture organizzate capaci di migliorarne la
stabilita e la biodisponibilita. Diversi studi hanno dimostrato che i fitosomi di berberina sono in
grado di aumentare significativamente sia la concentrazione plasmatica sia l'efficacia
farmacologica del composto.

L'aumentata affinita per le membrane cellulari rappresenta uno dei principali vantaggi di questi

sistemi e spiega il miglioramento dell'assorbimento osservato nei modelli sperimentali.

3.4 Sistemi microparticellari

Parallelamente ai complessi fosfolipidici, sono stati sviluppati diversi sistemi microparticellari
finalizzati a migliorare il profilo farmacocinetico della berberina.

Le microsfere polimeriche rappresentano una delle tecnologie piu studiate. Questi sistemi
consentono l'incapsulamento del principio attivo all'interno di matrici biodegradabili che ne
modulano il rilascio nel tempo.

Microsfere di alginato e gelatina rivestite con chitosano hanno mostrato un miglioramento
significativo della biodisponibilita orale della berberina grazie all'aumento della permanenza del
farmaco a livello della mucosa intestinale.

Le proprieta bioadesive di tali formulazioni consentono infatti un contatto piu prolungato con la
superficie assorbente dell'intestino, aumentando le probabilita di assorbimento del principio attivo.
I sistemi microparticellari hanno inoltre dimostrato la capacita di proteggere la berberina dalla

degradazione precoce, contribuendo a migliorarne la stabilita durante il transito gastrointestinale.

3.5 Sistemi lipidici e auto-microemulsionanti

Le formulazioni lipidiche rappresentano un altro approccio particolarmente promettente.
I sistemi auto-microemulsionanti (SMEDDS) sono costituiti da miscele di oli, tensioattivi e co-
tensioattivi che, una volta a contatto con I'ambiente acquoso gastrointestinale, formano

spontaneamente microemulsioni stabili.
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Queste strutture aumentano notevolmente la superficie di contatto tra il farmaco e l'ambiente
biologico, favorendo la dissoluzione e il successivo assorbimento.

Nel caso della berberina, diverse formulazioni SMEDDS hanno mostrato incrementi significativi
dei parametri farmacocinetici. In particolare, sono stati osservati aumenti del valore di Cmax e
dell'area sotto la curva (AUC), accompagnati da una biodisponibilita relativa fino a 2,4 volte
superiore rispetto alle formulazioni convenzionali.

La capacita di questi sistemi di favorire il trasporto transcellulare e paracellulare rende tale
tecnologia particolarmente interessante per la somministrazione orale di molecole scarsamente

assorbibili.

3.6 11 ruolo del microbiota intestinale

Negli ultimi anni ¢ emerso un nuovo aspetto particolarmente interessante della farmacocinetica
della berberina: il ruolo svolto dal microbiota intestinale.

La comunita microbica residente nel tratto gastrointestinale partecipa attivamente al metabolismo
di numerosi farmaci e puo influenzarne significativamente I'assorbimento e I'efficacia terapeutica.
Nel caso della berberina, alcuni batteri intestinali sono in grado di convertirla in diidroberberina
(dhBBR), una forma metabolica caratterizzata da una capacita di assorbimento intestinale
significativamente superiore rispetto alla molecola originale.

Una volta assorbita, la diidroberberina viene rapidamente riossidata a berberina all'interno dei
tessuti, contribuendo ad aumentare la disponibilita sistemica del farmaco. Questo meccanismo
rappresenta uno dei piu recenti esempi di interazione positiva tra microbiota e farmaco.
L'insieme delle strategie sviluppate negli ultimi anni ha dimostrato che le limitazioni
farmacocinetiche della berberina possono essere superate attraverso approcci formulativi mirati. I
risultati ottenuti con promotori di permeazione, inibitori della glicoproteina P, sistemi lipidici,
complessi fosfolipidici e sistemi microparticellari hanno evidenziato incrementi significativi della
biodisponibilita orale.

Tuttavia, nonostante i progressi ottenuti, molti di questi sistemi presentano ancora limiti legati alla
l'attenzione della ricerca si ¢ progressivamente spostata verso le nanotecnologie farmaceutiche,
considerate oggi il piu promettente strumento per ottimizzare la somministrazione della berberina.
Le principali nanoformulazioni sviluppate per questa molecola saranno approfondite nel capitolo

Successivo.
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CAPITOLO 4

NANOPARTICELLE DI CHITOSANO E NANOFORMULAZIONI
INNOVATIVE DELLA BERBERINA

Lo sviluppo di sistemi nanostrutturati per la veicolazione della berberina rappresenta uno degli
ambiti piu promettenti della ricerca farmaceutico-tecnologica applicata a questa molecola. Come
discusso nei capitoli precedenti, la berberina possiede un ampio spettro di attivita biologiche, ma
la sua applicazione clinica ¢ fortemente limitata dalla scarsa solubilitd acquosa, dalla bassa
permeabilita intestinale, dall’efflusso mediato dalla glicoproteina P e dal marcato metabolismo di
primo passaggio.

In tale contesto, le nanotecnologie farmaceutiche offrono strumenti particolarmente efficaci per
migliorare il profilo biofarmaceutico della molecola. I sistemi nanoparticellari consentono infatti
di proteggere il principio attivo dalla degradazione, aumentarne la stabilitd, modularne il rilascio,
favorirne I’interazione con le membrane biologiche e migliorarne la biodisponibilita sistemica.
Inoltre, grazie alle loro dimensioni comprese generalmente tra 1 e 1000 nm, le nanoparticelle
possiedono un elevato rapporto superficie/volume, che permette un’interazione piu efficiente con
1 tessuti biologici e con le superfici mucosali.

Tra 1 diversi sistemi studiati per la veicolazione della berberina, le nanoparticelle polimeriche a
base di chitosano occupano una posizione di particolare rilievo. Il chitosano ¢ infatti un polimero
naturale, biocompatibile, biodegradabile e dotato di proprieta mucoadesive, caratteristiche che lo
rendono particolarmente adatto alla formulazione di sistemi destinati alla somministrazione orale.
La sua carica positiva consente inoltre I’interazione con le mucine e con le superfici cellulari
cariche negativamente, favorendo la permanenza del sistema nanoparticellare a livello della

mucosa gastrointestinale e aumentando il tempo disponibile per 1’assorbimento del farmaco.

4.1 1l chitosano come polimero per il drug delivery

Il chitosano ¢ un polisaccaride naturale ottenuto dalla deacetilazione della chitina, componente
strutturale presente nell’esoscheletro dei crostacei e nella parete cellulare di alcuni funghi. Dal
punto di vista chimico, ¢ costituito principalmente da unita di D-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina legate mediante legami B-(1—4). La presenza di gruppi amminici liberi conferisce al
polimero una carica positiva in ambiente acido, caratteristica che ne determina molte delle

proprieta tecnologiche e biologiche.
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La natura policationica del chitosano consente la formazione di complessi polielettrolitici con
polianioni, come il tripolifosfato di sodio (TPP). Questa proprieta ¢ alla base della tecnica di
gelificazione ionotropica, una delle metodiche piu utilizzate per la preparazione di nanoparticelle
di chitosano. Tale processo avviene in condizioni acquose, a temperatura ambiente e senza
I’impiego di solventi organici tossici, rappresentando quindi un approccio semplice, rapido e
relativamente sicuro per la produzione di sistemi nanoparticellari [124].

Dal punto di vista farmaceutico, il chitosano presenta numerosi vantaggi. E biocompatibile e
biodegradabile, possiede una bassa tossicita, mostra proprieta antimicrobiche intrinseche e puo
favorire 1’assorbimento dei farmaci attraverso le mucose biologiche. La sua capacita mucoadesiva
¢ particolarmente importante per la somministrazione orale, poiché consente di prolungare il
tempo di contatto tra la formulazione e 1’epitelio intestinale. Questo aspetto risulta fondamentale
per molecole come la berberina, il cui assorbimento ¢ limitato e dipende fortemente dal tempo di
permanenza a livello della superficie assorbente.

Un ulteriore vantaggio del chitosano ¢ rappresentato dalla capacita di modulare transitoriamente
I’apertura delle giunzioni serrate tra le cellule epiteliali intestinali. Questo effetto puo favorire il
trasporto paracellulare di molecole scarsamente permeabili, contribuendo al miglioramento della
biodisponibilita orale. Inoltre, I’interazione tra chitosano e glicoproteine presenti sulla superficie
delle cellule epiteliali puo facilitare 1’adesione della formulazione alla mucosa e favorire

I’assorbimento del principio attivo.
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Figura 1 Esempi di applicazione di nanoparticelle di chitosano [125].
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4.2 Preparazione delle nanoparticelle di chitosano caricate con berberina

Le nanoparticelle di chitosano caricate con berberina possono essere preparate mediante
gelificazione ionotropica, una tecnica basata sull’interazione elettrostatica tra il chitosano, carico
positivamente, e un agente reticolante anionico, generalmente il tripolifosfato di sodio. Questa
metodica ¢ ampiamente impiegata nella tecnologia farmaceutica perché consente di ottenere
particelle di dimensioni nanometriche in condizioni operative relativamente blande.

Nello studio riportato dall’articolo 2, il chitosano ¢ stato disciolto in una soluzione di acido acetico
al 2% v/v, regolando il pH a 4,7. Questo valore di pH ¢ particolarmente importante perché consente
la protonazione dei gruppi amminici del chitosano, rendendo il polimero carico positivamente e
quindi in grado di interagire efficacemente con gli anioni del TPP [126-128]. La berberina ¢ stata
invece disciolta in metanolo e aggiunta alla soluzione di chitosano, mantenendo il sistema sotto
agitazione. Successivamente, la soluzione di TPP ¢ stata introdotta goccia a goccia, determinando
la formazione spontanea delle nanoparticelle (figura 2).

Il controllo del pH rappresenta un parametro critico nella preparazione di questi sistemi. Il
chitosano possiede infatti un pKa di circa 6,5 e il suo grado di protonazione dipende fortemente
dal pH della soluzione. Quando il pH aumenta e si avvicina a valori neutri o basici, il numero di
gruppi amminici protonati diminuisce e la capacita del polimero di interagire con il TPP si riduce.
Questo pud compromettere la formazione delle nanoparticelle e alterarne le caratteristiche
dimensionali e di stabilita.

Dopo la formazione, le nanoparticelle vengono generalmente purificate mediante centrifugazione,
congelate e successivamente liofilizzate per migliorarne la conservabilita. La liofilizzazione
permette di ottenere una polvere secca piu stabile rispetto alla sospensione acquosa, riducendo il

rischio di aggregazione, degradazione o crescita particellare durante la conservazione.
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Chitosan solution BER in methanol
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Figura 2 Rappresentazione schematica della preparazione di nanoparticelle Berberina-Chitosano
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4.3 Caratterizzazione tecnologica delle nanoparticelle

La caratterizzazione delle nanoparticelle rappresenta una fase essenziale per valutarne la qualita,
la stabilita e il potenziale impiego farmaceutico. I principali parametri considerati sono la
dimensione particellare, I’indice di polidispersione, il potenziale zeta, 1’efficienza di
incapsulamento, la morfologia, lo stato fisico del farmaco e il profilo di rilascio.

Nello studio di 4. Gungor Ak et al., le nanoparticelle di chitosano caricate con berberina hanno
mostrato una dimensione media di 406 + 25 nm, un indice di polidispersione pari a 0,462 + 0,105
e un potenziale zeta di +41,6 + 0,8 mV. L’efficienza di incapsulamento ¢ risultata pari al 31,5 +
0,4%.

La dimensione particellare rappresenta un parametro fondamentale perché influenza il
comportamento biologico del sistema. Particelle di dimensioni nanometriche possono interagire
piu efficacemente con le superfici mucosali e presentano un’elevata area superficiale disponibile
per lo scambio con I’ambiente biologico. Rispetto a sistemi microparticellari precedentemente
descritti, caratterizzati da dimensioni comprese tra 1 e 10 pm, le nanoparticelle di chitosano
offrono quindi un vantaggio significativo in termini di potenziale assorbimento e interazione con
I’epitelio intestinale [129].

Il potenziale zeta positivo ¢ attribuibile alla presenza dei gruppi amminici protonati del chitosano
sulla superficie delle particelle. Questo parametro ¢ particolarmente importante poiché fornisce
informazioni sulla stabilita colloidale del sistema e sulla sua capacita di interagire con le superfici
biologiche. Un potenziale zeta positivo relativamente elevato indica una buona repulsione
elettrostatica tra le particelle, riducendo la tendenza all’aggregazione. Inoltre, la carica positiva
favorisce I’interazione con le mucine e con le membrane cellulari, generalmente caratterizzate da
carica negativa.

L’efficienza di incapsulamento del 31,5% indica che una quota significativa della berberina ¢ stata
incorporata all’interno della matrice nanoparticellare. Sebbene tale valore non sia estremamente
elevato, risulta comunque superiore a quello riportato in alcuni studi precedenti su sistemi a base
di chitosano. Questo dato suggerisce che le condizioni formulative adottate, in particolare il
rapporto tra chitosano, berberina e TPP, siano state adeguate alla formazione di un sistema stabile

e funzionale.

4.4 Analisi morfologica, FT-IR e DSC
La microscopia elettronica a trasmissione (TEM) ha evidenziato che le nanoparticelle di berberina

e chitosano presentano una morfologia sferica e una distribuzione relativamente omogenea. Questo
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dato ¢ importante perché la forma delle particelle puo influenzare il comportamento biologico del

sistema, la stabilita colloidale e il profilo di rilascio del farmaco.

Figura 3 Immagine al TEM di nanoparticelle BBR-CHI

La berberina libera, al contrario, ¢ nota per presentare una struttura cristallina irregolare di tipo
prismatico, caratterizzata da un’ampia distribuzione dimensionale. La trasformazione in sistema
nanoparticellare modifica quindi profondamente lo stato fisico e morfologico della molecola,
contribuendo potenzialmente al miglioramento delle sue proprieta biofarmaceutiche [130].
L’analisi FT-IR ¢ stata utilizzata per valutare eventuali interazioni tra berberina, chitosano e TPP.
Nello spettro della berberina libera sono stati identificati picchi caratteristici intorno a 1036, 1105,
1269, 1362, 1388, 1504 e 1598 cm™ [131-133]. Tali segnali non risultano chiaramente visibili
nello spettro delle nanoparticelle, nel quale prevalgono invece i picchi attribuibili al chitosano.
Questo risultato suggerisce che la berberina sia stata effettivamente incorporata all’interno della
matrice polimerica e non semplicemente adsorbita sulla superficie delle particelle [134].

La calorimetria a scansione differenziale (DSC) ha fornito ulteriori informazioni sullo stato fisico
della berberina nella formulazione. La berberina libera mostra un picco endotermico di fusione a
circa 191,71 °C. Nel termogramma delle nanoparticelle tale picco scompare, indicando che il
farmaco ¢ presente nella matrice polimerica in forma amorfa o molecolarmente dispersa. Questo
aspetto ¢ particolarmente rilevante perché la conversione da forma cristallina a forma amorfa pud
favorire la dissoluzione e migliorare la disponibilita del principio attivo.

L’assenza di segnali riconducibili a incompatibilitd tra i componenti conferma inoltre la
compatibilita tra berberina, chitosano e TPP, sostenendo la stabilita tecnologica della formulazione

[135].
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4.5 Solubilita, coefficiente di ripartizione e stabilita gastrointestinale

La solubilita e il coefficiente di ripartizione sono parametri fondamentali per prevedere il
comportamento di un farmaco somministrato per via orale. La berberina libera presenta una
solubilita limitata, che varia in funzione del pH e della temperatura. Nello studio dell’articolo 2,
la solubilita della berberina ¢ risultata maggiore nel tampone fosfato a pH 6,8 rispetto all’acqua e
aumentava con I’incremento della temperatura.

La dissoluzione della berberina dalla formulazione nanoparticellare ¢ risultata inferiore rispetto
alla solubilita della molecola libera, suggerendo che il farmaco fosse trattenuto all’interno della
matrice polimerica e rilasciato gradualmente. Questo comportamento ¢ coerente con 1’obiettivo
tecnologico della formulazione, che non ¢ semplicemente quello di aumentare la dissoluzione
immediata, ma di proteggere il farmaco e modularne il rilascio nel tempo.

Il coefficiente di ripartizione delle nanoparticelle ¢ risultato superiore rispetto a quello della
berberina libera. Questo dato suggerisce che il rivestimento con chitosano possa migliorare
I’equilibrio idrofilo-lipofilo del sistema, favorendo I’interazione con le membrane biologiche.
Poiché 1’assorbimento intestinale richiede il superamento di barriere lipidiche, un miglioramento
del coefficiente di ripartizione pud contribuire in modo significativo all’aumento della
biodisponibilita.

La stabilita nei fluidi gastrointestinali simulati rappresenta un altro aspetto cruciale. Dopo
somministrazione orale, una formulazione deve resistere all’ambiente acido dello stomaco, alla
presenza di enzimi digestivi e alle condizioni del fluido intestinale. Nello studio dell’articolo 2, le
nanoparticelle di chitosano hanno mostrato la capacita di preservare la stabilita della berberina sia
nel fluido gastrico simulato sia nel fluido intestinale simulato. In particolare, il chitosano sembra
svolgere un effetto protettivo nei confronti della molecola, probabilmente grazie alla formazione
di una matrice polimerica capace di schermare il principio attivo dalle condizioni degradative del
tratto gastrointestinale [136,137].

Questo risultato ¢ particolarmente importante perché la degradazione gastrointestinale rappresenta
uno dei fattori che limitano 1’efficacia dei farmaci somministrati per via orale. La capacita delle
nanoparticelle di migliorare la stabilita della berberina pud quindi contribuire direttamente

all’aumento della quota di farmaco disponibile per I’assorbimento.
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4.6 Profilo di rilascio in vitro

11 profilo di rilascio della berberina dalle nanoparticelle di chitosano ¢ stato valutato mediante
utilizzo di membrana da dialisi in tampone fosfato a pH 6,8. I risultati hanno evidenziato un rilascio

bifasico, caratterizzato da una fase iniziale rapida seguita da una fase piu lenta e controllata.
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Figura 4 Profili di rilascio della berberina e della berberina incapsulata in NPs-CHI.

Il rilascio iniziale, noto come “burst release”, € verosimilmente attribuibile alla quota di berberina
adsorbita o localizzata in prossimita della superficie delle nanoparticelle. Questa frazione viene
rapidamente liberata a contatto con il mezzo di dissoluzione. Successivamente, il rilascio prosegue
in modo piu graduale, probabilmente per diffusione del farmaco dalla matrice polimerica verso
I’ambiente esterno.

Questo tipo di profilo puo risultare vantaggioso dal punto di vista terapeutico. La fase iniziale
consente infatti di raggiungere rapidamente una concentrazione efficace di farmaco, mentre la fase
successiva garantisce un rilascio prolungato che pud mantenere 1’effetto terapeutico nel tempo.
Rispetto alla berberina libera, che tende a dissolversi e a essere eliminata rapidamente, il sistema
nanoparticellare consente quindi una modulazione piu controllata della disponibilita del principio
attivo.

Risultati simili sono stati riportati anche da Zhou et al., che hanno osservato un rilascio piu lento
della berberina da microparticelle di chitosano rispetto al farmaco libero. Dopo 24 ore, la berberina
libera mostrava un rilascio di circa il 95,7%, mentre le microparticelle rilasciavano circa il 36,8%
del farmaco. Tali dati confermano la capacita dei sistemi a base di chitosano di modulare il rilascio

della berberina.
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4.7 Stabilita a lungo termine

La stabilita a lungo termine rappresenta un requisito essenziale per qualsiasi forma farmaceutica
destinata allo sviluppo clinico e industriale. Una formulazione deve mantenere nel tempo le proprie
caratteristiche fisico-chimiche, tra cui dimensione particellare, indice di polidispersione,
potenziale zeta ed efficienza di incapsulamento.

Nello studio dell’articolo 2, le nanoparticelle liofilizzate sono state conservate per sei mesi a due
diverse condizioni: 5 °C £ 3 °C e 25 °C + 2 °C con umidita relativa del 60% =+ 5%. I risultati hanno
indicato che la conservazione a 5 °C + 3 °C consente di mantenere piu efficacemente la stabilita
colloidale e strutturale delle nanoparticelle.

In queste condizioni non sono state osservate variazioni significative dell’indice di polidispersione
e dell’efficienza di incapsulamento, suggerendo che la formulazione mantiene una struttura
omogenea e stabile fino a sei mesi. Questo risultato ¢ particolarmente rilevante perché dimostra la
possibilita di ottenere una formulazione solida liofilizzata conservabile, requisito fondamentale

per un eventuale sviluppo farmaceutico futuro.

4.8 Biodisponibilita in vivo delle nanoparticelle di chitosano

La valutazione in vivo rappresenta il passaggio piu importante per confermare 1’efficacia
tecnologica di una formulazione. Sempre nello studio precedentemente citato, la berberina libera
e le nanoparticelle di berberina e chitosano sono state somministrate per via orale a ratti alla dose
di 50 mg/kg. Successivamente sono stati determinati i parametri farmacocinetici principali, tra cui
concentrazione plasmatica massima (Cmax), tempo per raggiungere la concentrazione massima

(tmax) e area sotto la curva concentrazione-tempo (AUC).
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Figura 5 Curve di concentrazione plasmatica di berberina e berberina incapsulata in NPs-CHI.
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I risultati hanno mostrato che le nanoparticelle aumentano in modo significativo la concentrazione
plasmatica massima della berberina rispetto alla molecola libera. La biodisponibilita relativa della
formulazione nanoparticellare ¢ risultata pari al 122,06%. Questo incremento puo essere attribuito
a diversi fattori concomitanti.

In primo luogo, la riduzione delle dimensioni particellari aumenta la superficie specifica del
sistema, favorendo 1’interazione con la mucosa intestinale. In secondo luogo, la carica positiva del
chitosano favorisce I’adesione alle superfici mucosali e prolunga il tempo di contatto con I’epitelio
intestinale. In terzo luogo, la matrice polimerica protegge la berberina dalle condizioni degradative
del tratto gastrointestinale. Infine, il chitosano puo favorire 1’apertura transitoria delle giunzioni
serrate, aumentando il trasporto paracellulare della molecola.

Questi risultati confermano che le nanoparticelle di chitosano rappresentano una strategia efficace

per migliorare la biodisponibilita orale della berberina.

4.9 Altre nanoparticelle polimeriche per la berberina

Oltre al chitosano, altri polimeri naturali e sintetici sono stati studiati per la preparazione di
nanoparticelle caricate con berberina. Tra i materiali piu utilizzati figurano PLGA, PEG, alginato,
gelatina, albumina e sistemi ibridi polimero-lipide. In figura... vengono riportati diversi sistemi
nanostrutturati in cui ¢ stata incapsulata la berberina e ne sono state saggiate le sue caratteristiche

e proprieta terapeutiche, come riportato nei paragrafi sottostanti.
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Figura 6 Formulazione della berberina in differenti nanoparticelle

Le nanoparticelle PLGA sono particolarmente interessanti per la loro biocompatibilita,

biodegradabilita e approvazione per numerose applicazioni farmaceutiche. Nei sistemi ibridi
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polimero-lipide, il PLGA puo costituire il nucleo idrofobico della nanoparticella, mentre
fosfolipidi ¢ PEG formano lo strato superficiale. Questa architettura consente di combinare la
capacita di caricamento dei sistemi polimerici con la biocompatibilita e la fluidita dei sistemi
lipidici.

Nel caso della berberina, sono state sviluppate nanoparticelle ibride PEG-lipide-PLGA caricate
con il complesso berberina-fosfatidilcolina di soia. Tali sistemi hanno mostrato una dimensione
media di circa 149,6 nm, una struttura core-shell ben definita e un’efficienza di incapsulamento
dell’89%, significativamente superiore rispetto a formulazioni prive del complesso fosfolipidico.
Gli studi farmacocinetici hanno evidenziato un incremento della biodisponibilita orale relativa di
circa il 343% rispetto alla berberina libera. Questo risultato dimostra come la combinazione tra
complessazione fosfolipidica e nanoparticelle polimero-lipidiche possa rappresentare un

approccio particolarmente efficace per superare le limitazioni biofarmaceutiche della molecola.

4.10 Nanoparticelle lipidiche e nanocarrier lipidici strutturati

I sistemi lipidici nanostrutturati rappresentano un’altra importante categoria di formulazioni
innovative per la berberina. Tra questi, 1 nanostructured lipid carriers (NLCs) sono sistemi
costituiti da una miscela di lipidi solidi e liquidi. Rispetto alle nanoparticelle lipidiche solide
tradizionali, gli NLCs presentano una matrice lipidica meno ordinata, che consente un maggiore
caricamento del farmaco e riduce il rischio di espulsione del principio attivo durante la
conservazione.

Nel caso della berberina, sono stati sviluppati NLCs rivestiti con selenio per migliorare la stabilita
gastrointestinale, la biodisponibilita orale e I’effetto ipoglicemizzante. Questi sistemi, denominati
Se-NLCs, sono stati preparati mediante dispersione e omogeneizzazione a caldo, seguite da
riduzione in situ del selenio sulla superficie delle particelle.

Le nanoparticelle ottenute presentavano una dimensione media di circa 160 nm e un’efficienza di
incapsulamento pari al 90%. Rispetto alla soluzione di berberina, i Se-NLCs hanno determinato
un incremento della biodisponibilita orale di circa 6,63 volte e un effetto ipoglicemizzante
superiore rispetto sia alla berberina libera sia agli NLCs non rivestiti.

Questi risultati indicano che i nanocarrier lipidici strutturati rappresentano una piattaforma
particolarmente promettente per la somministrazione orale della berberina, soprattutto quando

associati a strategie di funzionalizzazione superficiale.
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4.11 Liposomi, fitosomi e sistemi fosfolipidici

I liposomi e i fitosomi rappresentano sistemi di delivery basati su fosfolipidi, particolarmente
indicati per molecole caratterizzate da scarsa solubilita e limitata permeabilita.

I liposomi sono vescicole sferiche costituite da uno o piu doppi strati fosfolipidici, capaci di
incorporare sia sostanze idrofile sia lipofile. Nel caso della berberina, i liposomi consentono di
migliorare la stabilita della molecola, favorirne il trasporto cellulare e aumentarne 1’accumulo in
specifici tessuti 0 compartimenti biologici.

I fitosomi, invece, sono complessi molecolari tra fitocomposti e fosfolipidi. Diversamente dai
liposomi, nei fitosomi il principio attivo non ¢ semplicemente intrappolato all’interno di una
vescicola, ma forma un complesso stabile con la componente fosfolipidica. Questo migliora la
lipofilia apparente della molecola e ne favorisce l’assorbimento attraverso le membrane
biologiche.

Nel caso della berberina, la formazione di complessi con fosfatidilcolina ha permesso di aumentare
la biodisponibilita orale e di migliorare I’efficacia terapeutica. Inoltre, 1’associazione tra complessi
fosfolipidici e nanoparticelle polimeriche ha consentito di ottenere sistemi ibridi capaci di

combinare elevata capacita di caricamento, protezione del farmaco e rilascio controllato.

4.12 Nanoparticelle metalliche e applicazioni oncologiche

In ambito oncologico, le nanoparticelle metalliche rappresentano una piattaforma di particolare
interesse per la veicolazione della berberina. Sistemi a base di oro, argento, zinco e altri metalli
sono stati studiati sia per le loro proprieta intrinseche sia come carrier per farmaci antitumorali.
Le nanoparticelle metalliche presentano caratteristiche uniche, tra cui stabilitd, elevata area
superficiale, possibilita di funzionalizzazione e proprieta ottiche o fototermiche. Nel caso della
berberina, nanoparticelle a base di ossido di zinco sono state utilizzate come carrier per la terapia
chemio-fototermica del carcinoma polmonare. Le nanoparticelle BBR-ZnO hanno mostrato una
dimensione di circa 234 nm, un potenziale zeta di 18 mV e buona stabilita in vitro. Il trattamento
di cellule A549 con tali nanoparticelle ha ridotto la vitalita cellulare, effetto ulteriormente
potenziato dall’irradiazione laser [138].

Questi sistemi risultano particolarmente interessanti perché combinano ’azione farmacologica
della berberina con le proprieta fisiche del nanomateriale, permettendo approcci terapeutici
multimodali. Tuttavia, rispetto ai sistemi polimerici o lipidici, le nanoparticelle metalliche
richiedono una valutazione piu attenta della sicurezza, della biodistribuzione e della possibile

tossicita a lungo termine.
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4.13 Nanostrutture carboniose

Le nanostrutture a base di carbonio, come fullerene, nanotubi di carbonio, grafene e carbon dots,
sono state studiate per la veicolazione di numerosi farmaci antitumorali. Questi sistemi possiedono
elevata area superficiale, capacita di interazione con molecole aromatiche e possibilita di
funzionalizzazione chimica.

Nel caso della berberina, sono stati studiati nanocomplessi non covalenti con fullerene C60. La
struttura aromatica planare della berberina consente interazioni di tipo m-m con la superficie
carboniosa del fullerene, favorendo la formazione di complessi stabili. Tali sistemi hanno mostrato
attivita citotossica nei confronti di cellule di carcinoma polmonare di Lewis, inducendo apoptosi
e riducendo la migrazione cellulare [139].

Le nanostrutture carboniose possono quindi rappresentare un’opzione interessante per la
veicolazione della berberina in ambito oncologico, sebbene siano necessari ulteriori studi per

chiarirne pienamente il profilo di sicurezza e la traducibilita clinica.

4.14 Nanoformulazioni multifunzionali e terapia fotodinamica

Una delle prospettive piu innovative riguarda lo sviluppo di nanoformulazioni multifunzionali in
grado di combinare la veicolazione della berberina con altre modalita terapeutiche, come la terapia
fotodinamica.

La berberina possiede proprieta fotosensibilizzanti e pud contribuire alla generazione di specie
reattive dell’ossigeno in seguito a stimolazione luminosa. Questo aspetto ¢ particolarmente
rilevante nella terapia fotodinamica, nella quale la produzione di ROS induce danno ossidativo
selettivo nelle cellule tumorali [140].

Tuttavia, I’efficacia della terapia fotodinamica ¢ spesso limitata dall’ipossia del microambiente
tumorale e dall’aumento di molecole immunosoppressive come IDO1 e PD-L1. Per superare tali
ostacoli, sono stati sviluppati liposomi contenenti berberina capaci di ridurre I’ipossia e modulare
contemporaneamente 1’espressione di IDO1 e PD-L1 [141].

Un esempio particolarmente innovativo ¢ rappresentato dal sistema BBR@IR68-Lip, un liposoma
progettato per accumularsi nel microambiente tumorale, migliorare I’ossigenazione locale, ridurre
I’espressione di molecole immunosoppressive e aumentare I’infiltrazione delle cellule T nel
tumore.

Un’altra piattaforma avanzata ¢ costituita dal sistema AuNC@BBR@Ghost, che combina
nanocluster d’oro, berberina ¢ membrane eritrocitarie. In questo sistema, i nanocluster d’oro

agiscono come componenti fotoresponsive, la berberina svolge attivita antitumorale e le membrane

32



eritrocitarie contribuiscono al trasporto di ossigeno. Tale approccio consente di superare

parzialmente i limiti legati all’ipossia tumorale e di aumentare la morte delle cellule A549 [142].

4.15 Considerazioni conclusive sui sistemi nanoparticellari

Le nanoparticelle di chitosano rappresentano una delle strategie piu promettenti per migliorare la
biodisponibilita orale della berberina. Grazie alla biocompatibilita, biodegradabilita,
mucoadesivita e carica positiva del chitosano, questi sistemi sono in grado di proteggere il
principio attivo, migliorarne la stabilita gastrointestinale, modularne il rilascio e favorirne
I’assorbimento intestinale.

I dati disponibili indicano che le nanoparticelle di chitosano possono aumentare significativamente
1 parametri farmacocinetici della berberina, con un incremento della biodisponibilita relativa fino
al 122,06% rispetto al farmaco libero. Tuttavia, il chitosano rappresenta solo una delle numerose
piattaforme nanotecnologiche sviluppate per questa molecola.

e le nanostrutture carboniose offrono ulteriori possibilita di ottimizzazione, soprattutto in ambito
oncologico. In particolare, le nanoformulazioni multifunzionali aprono prospettive innovative per
il trattamento del carcinoma polmonare, consentendo di combinare drug delivery, targeting
tumorale, terapia fotodinamica e modulazione del microambiente neoplastico.

Nel complesso, le nanoformulazioni della berberina rappresentano un campo di ricerca in forte
espansione e costituiscono una delle strategie pitl promettenti per trasformare questa molecola
naturale da composto di interesse preclinico a potenziale agente terapeutico applicabile in ambito

clinico
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CAPITOLO 5

ATTIVITA ANTITUMORALE DELLA BERBERINA

Negli ultimi anni la berberina ha suscitato un crescente interesse in ambito oncologico grazie alla
sua capacita di interferire con numerosi processi biologici coinvolti nello sviluppo e nella
progressione tumorale. Sebbene questa molecola sia tradizionalmente nota per le sue proprieta
antimicrobiche, antinflammatorie, ipoglicemizzanti e ipolipemizzanti, numerose evidenze
sperimentali hanno dimostrato che essa possiede anche un significativo potenziale antitumorale.

L’interesse nei confronti della berberina come possibile agente antineoplastico deriva soprattutto
dalla sua natura multitarget. A differenza di molti farmaci convenzionali, che agiscono
prevalentemente su un singolo bersaglio molecolare, la berberina ¢ in grado di modulare
simultaneamente diverse vie di segnalazione cellulare coinvolte nella proliferazione, nell’apoptosi,

nell’autofagia, nell’angiogenesi, nella metastatizzazione e nella risposta immunitaria antitumorale.
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Tabella 1. Attivita antitumoral della Berberina contro vari tipi di cancro

Tipi di cancro | Modello Dose Attivita antitumorale
Cervicale In vitro 150-250 umol/L | Vitalita cellulare, T Apoptosi, | Metastasi,
|EMT
Glioblastoma | In vitro 6.25-200 pmol/L lVitalita cellulare, TApoptosi, |Metastasi,
In vivo 50 mg/kg lAngiogenesi, |Crescita tumorale
Polmone In vitro 0-120 pM |Proliferazione cellulare, Arresto del ciclo
In vivo 200 mg/kg cellulare, |Riparazione e replicazione del DNA,
| Crescita tumorale, Sopravvivenza
Ovarico In vitro 5uM | Caratteristiche simil-CSC, |EMT
Polmone In vitro 0-20 pM |Proliferazione  cellulare,  Arresto  ciclo
cellulare, TAutofagia
Tiroide In vitro 10-60 uM |Proliferazione cellulare, TApoptosi,
|Migrazione, Arresto del ciclo cellulare
Seno In vitro 100 uM |Proliferazione cellulare, | Autofagia,
In vivo 10 mg/kg Inversione della resistenza alla doxorubicina,
| Crescita tumorale
Polmone In vitro 0-80 uM |Proliferazione cellulare, | Lipogenesi, | Crescita
In vivo 10 mg/kg tumorale
Colorettale In vitro 10.54 pg/mL |Crescita cellulare, Arresto del ciclo cellulare,
|RTA, |Lunghezza relativa dei telomeri
Polmone In vitro 30-270 pM |Proliferazione cellulare, | Crescita tumorale
In vivo 100-400 mg/kg
ALL In vitro 12.5-100 pM lVitalita cellulare, Morte cellulare autofagica,
In vivo 10 mg/kg 1Tasso di  sopravvivenza, |Condizione
patologica
Polmone In vitro 10-80 pM |Proliferazione cellulare, T Apoptosi, tDanno al
In vivo 25 mg/kg DNA, |Crescita tumorale
Gastrico In vitro 25 M |Proliferazione cellulare, 1 Autofagia, | Crescita
In vivo 5-20 mg/kg tumorale
Glioma In vitro 20-80 mg/L |Proliferazione cellulare, Arresto del ciclo
In vivo 5 mg/kg cellulare, | Crescita tumorale
Fegato In vitro 50-125 pM |Proliferazione  cellulare, lUptake  di
In vivo 20 mg/kg glutammina, |Crescita tumorale
Endometriale | In vitro 10-160 pM |Proliferazione  cellulare, |Migrazione e
In vivo 50 e 100 mg/kg invasione, |Metastasi
Prostata In vitro 10-75 pM |Migrazione e invasione, |EMT
HCC In vivo 250 mg/kg |Tumorigenesi, |Lipogenesi, |Infiammazione,
|Fibrosi, | Angiogenesi
RCC In vitro 5-320 uM |Vitalita cellulare, 1Autofagia, 1Apoptosi,
| Angiogenesi
Gastrico In vitro 10-80 pM |Proliferazione cellulare, Arresto del ciclo
In vivo 100 mg/kg cellulare, |Migrazione e invasione, |Crescita
tumorale

Questa caratteristica risulta particolarmente rilevante nel contesto oncologico, poiché il tumore ¢
una patologia complessa e dinamica, sostenuta da molteplici alterazioni genetiche, epigenetiche e
metaboliche. La capacita della berberina di agire su diversi livelli della biologia tumorale la rende
quindi una molecola di grande interesse per lo sviluppo di strategie terapeutiche integrate,

soprattutto in associazione con sistemi di drug delivery avanzati e nanoformulazioni.
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5.1 Effetti sulla proliferazione cellulare

Uno dei principali meccanismi attraverso cui la berberina esercita la propria attivita antitumorale
¢ rappresentato dall’inibizione della proliferazione cellulare. Numerosi studi in vitro hanno
dimostrato che la molecola ¢ in grado di ridurre la crescita di diverse linee cellulari tumorali, tra
cui cellule di carcinoma mammario, colorettale, epatocellulare, prostatico, vescicale e polmonare.
La proliferazione incontrollata rappresenta una delle caratteristiche fondamentali delle cellule
tumorali. Essa deriva dall’alterazione dei normali meccanismi che regolano il ciclo cellulare e
consente alle cellule neoplastiche di moltiplicarsi in modo autonomo e indipendente dai segnali
fisiologici di controllo. La berberina ¢ in grado di interferire con questo processo inducendo arresto
del ciclo cellulare in differenti fasi, in particolare nella fase G1, impedendo cosi la progressione
verso la replicazione del DNA e la divisione cellulare.

In diverse linee cellulari tumorali ¢ stato osservato che la berberina riduce 1’espressione di proteine
coinvolte nella progressione del ciclo cellulare, come le cicline e le chinasi ciclina-dipendenti,
mentre aumenta 1’espressione di proteine ad attivita inibitoria. Questo determina un rallentamento
della crescita tumorale e puo predisporre le cellule neoplastiche all’attivazione di processi di morte
programmata.

Nel carcinoma polmonare, la berberina ha mostrato attivita antiproliferativa nei confronti di linee
cellulari come A549 e H1299. In questi modelli sperimentali il trattamento con BBR ha
determinato una riduzione della vitalita cellulare, alterazioni morfologiche e diminuzione della

capacita migratoria, suggerendo un effetto globale sulla progressione neoplastica.

5.2 Induzione dell’apoptosi

L’apoptosi rappresenta un processo fisiologico di morte cellulare programmata, fondamentale per
il mantenimento dell’omeostasi tissutale. Una delle caratteristiche distintive delle cellule tumorali
¢ la capacita di evadere 1’apoptosi, sopravvivendo anche in presenza di danni genetici, stress
ossidativo o segnali antiproliferativi. Il ripristino della sensibilita apoptotica rappresenta quindi
uno degli obiettivi centrali della terapia antitumorale.

Numerosi studi hanno dimostrato che la berberina ¢ in grado di promuovere I’apoptosi in differenti
modelli tumorali. Questo effetto ¢ mediato principalmente dalla modulazione delle proteine
appartenenti alla famiglia Bcl-2, che regolano la permeabilita della membrana mitocondriale e il
rilascio di fattori pro-apoptotici.

In particolare, la berberina aumenta 1’espressione di proteine pro-apoptotiche come Bax e Bak e

riduce quella di proteine anti-apoptotiche come Bcl-2 e Bcel-xL. Questo squilibrio favorisce la
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permeabilizzazione della membrana mitocondriale, il rilascio del citocromo ¢ nel citoplasma e
I’attivazione della cascata delle caspasi, con conseguente morte cellulare programmata.

Nel carcinoma polmonare non a piccole cellule, studi condotti su cellule A549 e H1299 hanno
evidenziato che I’effetto pro-apoptotico della berberina puo dipendere anche dallo stato funzionale
di p53. Le cellule A549, caratterizzate dalla presenza di p53 funzionale, risultano piu sensibili
all’induzione dell’apoptosi rispetto alle cellule H1299, prive di p53. Questo suggerisce che la
berberina possa agire anche attraverso vie p53-dipendenti [143].

Ulteriori evidenze indicano che la berberina pud indurre apoptosi attraverso la produzione di
specie reattive dell’ossigeno (ROS). L’aumento controllato dello stress ossidativo all’interno delle
cellule tumorali pud infatti attivare vie di segnalazione pro-apoptotiche, come 1’asse
ROS/ASK1/JNK, determinando la depolarizzazione della membrana mitocondriale, il rilascio del
citocromo c e ’attivazione della caspasi-3 [144].

Questo meccanismo ¢ particolarmente interessante perché le cellule tumorali presentano spesso
livelli basali di stress ossidativo piu elevati rispetto alle cellule normali. La berberina potrebbe
quindi aumentare ulteriormente tale stress oltre una soglia critica, inducendo selettivamente morte

nelle cellule neoplastiche.

5.3 Modulazione dell’autofagia

L’autofagia ¢ un processo cellulare conservato che consente la degradazione e il riciclo di
componenti intracellulari danneggiati o non piu funzionali. In condizioni fisiologiche, essa
contribuisce al mantenimento dell’omeostasi cellulare; nel cancro, tuttavia, il suo ruolo €
complesso e dipende dal contesto biologico e dallo stadio della malattia.

Nelle fasi iniziali della tumorigenesi, 1’autofagia puo esercitare un effetto protettivo, limitando
I’accumulo di danni cellulari e prevenendo la trasformazione neoplastica. Al contrario, nei tumori
avanzati puo favorire la sopravvivenza delle cellule tumorali in condizioni di stress, come ipossia,
carenza di nutrienti o esposizione a farmaci chemioterapici.

La berberina ¢ stata descritta come un modulatore dell’autofagia in diversi modelli tumorali. In
alcune condizioni essa promuove 1’autofagia associata alla morte cellulare, mentre in altri contesti
puo interferire con i meccanismi di sopravvivenza delle cellule neoplastiche. Tale duplice azione
rende la modulazione dell’autofagia uno degli aspetti piu interessanti, ma anche piu complessi,
dell’attivita antitumorale della berberina.

Nel carcinoma polmonare, ¢ stato osservato che la berberina induce contemporaneamente apoptosi

e autofagia nelle cellule A549. Questo effetto ¢ associato all’aumento dell’espressione di Bax,
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Beclin-1, LC3-I e LC3-II e alla riduzione di Bcl-2 [145]. Beclin-1 e LC3 rappresentano marcatori
fondamentali dell’attivazione autofagica, mentre la modulazione delle proteine Bcl-2 indica
un’interazione diretta tra vie apoptotiche e autofagiche.

Un meccanismo particolarmente rilevante riguarda I’aumento dell’espressione di miR-144,
microRNA capace di regolare negativamente TIGAR, una proteina coinvolta nel metabolismo
glicolitico e nella protezione cellulare dall’apoptosi. Attraverso questo asse molecolare, la
berberina puo favorire sia la morte apoptotica sia la morte cellulare autofagica.

La capacita della berberina di modulare 1’autofagia risulta particolarmente interessante anche nelle
terapie combinate. E stato infatti dimostrato che I’associazione tra berberina e icotinib puo
superare la resistenza a questo farmaco nelle cellule di carcinoma polmonare non a piccole cellule,
inducendo apoptosi e morte autofagica. In tale contesto, la degradazione autofagia-mediata del
recettore EGFR contribuisce alla riduzione della segnalazione proliferativa e alla maggiore

efficacia del trattamento combinato [146].

5.4 Effetti antiangiogenici

L’angiogenesi ¢ il processo attraverso cui si formano nuovi vasi sanguigni a partire da vasi
preesistenti. Nel contesto tumorale, essa rappresenta un evento fondamentale per la crescita della
massa neoplastica, poiché consente I’apporto di ossigeno e nutrienti e favorisce la rimozione dei
prodotti di scarto. Inoltre, la formazione di nuovi vasi facilita la disseminazione metastatica delle
cellule tumorali.

Il principale mediatore dell’angiogenesi tumorale ¢ il vascular endothelial growth factor (VEGF),
la cui espressione ¢ spesso aumentata nelle cellule neoplastiche, soprattutto in condizioni di
ipossia. L’attivazione dell’asse HIF-1o/VEGF favorisce la sopravvivenza delle cellule tumorali in
un microambiente povero di ossigeno e promuove la formazione di nuovi capillari.

La berberina ha dimostrato di esercitare un’azione antiangiogenica attraverso la downregulation
di VEGF e la modulazione della via HIF-1o0/VEGF. Nel carcinoma polmonare, il trattamento con
berberina ha ridotto 1’espressione di VEGF e MMP-2 nelle cellule A549, ostacolando sia la
formazione di nuovi vasi sia la degradazione della matrice extracellulare necessaria alla
migrazione cellulare [147].

L’inibizione di MMP-2 ¢ particolarmente rilevante poiché questa metalloproteinasi contribuisce
al rimodellamento della matrice extracellulare e alla migrazione delle cellule endoteliali durante
I’angiogenesi. Riducendo D’espressione di MMP-2, la berberina pud quindi ostacolare

contemporaneamente angiogenesi, invasione tumorale e metastatizzazione.
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Inoltre, la berberina ¢ in grado di interferire con diverse vie di segnalazione coinvolte nella risposta
angiogenica, tra cui NF-kB/COX-2, PI3K/AKT e Raf/MEK/ERK. La modulazione di questi
pathway contribuisce a ridurre la capacita delle cellule tumorali di adattarsi al microambiente

ipossico e di sostenere la crescita vascolare [148].

5.5 Effetti antimetastatici e inibizione dell’invasivita tumorale

La metastasi rappresenta la principale causa di mortalita nei pazienti oncologici. Si tratta di un
processo complesso che richiede una serie di eventi coordinati, tra cui perdita dell’adesione
cellulare, acquisizione di un fenotipo migratorio, degradazione della matrice extracellulare,
ingresso nel circolo sanguigno, colonizzazione di organi distanti e adattamento al nuovo
microambiente.

Uno dei processi fondamentali alla base della metastatizzazione ¢ la transizione epitelio-
mesenchimale (EMT), durante la quale le cellule tumorali perdono caratteristiche epiteliali e
acquisiscono proprieta mesenchimali, diventando piu mobili, invasive e resistenti ai trattamenti.
L’EMT ¢ caratterizzata dalla riduzione dell’espressione di E-caderina e dall’aumento di marcatori
come vimentina, Snail, Slug, Twist e ZEB.

La berberina ha mostrato una significativa capacita di inibire ’EMT e la metastatizzazione. In
cellule di carcinoma polmonare A549, il trattamento con BBR ha ridotto la motilita e I’invasivita
cellulare in modo dose- e tempo-dipendente. Tale effetto ¢ stato associato alla riduzione
dell’espressione di uPA e MMP-2 e all’aumento dei rispettivi inibitori, come TIMP-2 e PAI [149].
In un altro studio, la berberina ha soppresso ’EMT indotta da TGF-B1 nelle cellule di carcinoma
polmonare. Questo effetto si ¢ manifestato attraverso 1’aumento dell’espressione di E-caderina e
la riduzione di vimentina, Snail, Slug-1 e MMP-2. Nei modelli murini portatori di tumore A549,
la somministrazione di berberina ha determinato una riduzione significativa del volume tumorale,
confermando la rilevanza biologica degli effetti osservati in vitro [150].

La berberina sembra quindi agire su piu livelli del processo metastatico: riduce la degradazione
della matrice extracellulare, limita la migrazione cellulare, contrasta 1’acquisizione del fenotipo

mesenchimale e interferisce con i segnali pro-invasivi del microambiente tumorale.

5.6 Modulazione del microambiente tumorale

Il microambiente tumorale rappresenta un elemento fondamentale nella progressione neoplastica.

Esso ¢ costituito non solo dalle cellule tumorali, ma anche da cellule immunitarie, fibroblasti
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associati al cancro, cellule endoteliali, matrice extracellulare, citochine, chemochine, fattori di
crescita ed esosomi.

Nel carcinoma polmonare, il microambiente tumorale contribuisce in modo significativo alla
crescita della massa neoplastica, alla metastatizzazione e alla resistenza ai trattamenti. La capacita
della berberina di modulare il microambiente tumorale rappresenta quindi un aspetto
particolarmente rilevante della sua attivita antitumorale.

Diversi studi hanno dimostrato che la berberina puo influenzare la funzione dei macrofagi associati
al tumore. In particolare, ¢ stato osservato che la molecola ¢ in grado di ridurre I’espressione della
proteina arginina deiminasi 4 (PADI4) nei macrofagi, contrastando la loro capacita di promuovere
la sopravvivenza delle cellule tumorali A549 e la transizione epitelio-mesenchimale [151].

La berberina puo inoltre modulare I’immunita antitumorale attraverso la riduzione dell’espressione
di PD-L1. Questa molecola rappresenta uno dei principali meccanismi attraverso cui le cellule
tumorali evadono la risposta immunitaria, legandosi al recettore PD-1 espresso dai linfociti T e
inibendone 1’attivita citotossica. E stato dimostrato che la berberina favorisce la degradazione
ubiquitina-dipendente di PD-L1, contribuendo al ripristino della risposta immunitaria antitumorale
[152].

Inoltre, la berberina riduce I’attivazione di cellule immunosoppressive, come i linfociti T regolatori
e le cellule soppressorie di derivazione mieloide. Questo effetto contribuisce a rendere il
microambiente tumorale meno favorevole alla progressione della malattia e piu sensibile alla

risposta immunitaria.

5.7 Berberina e sensibilita ai trattamenti antitumorali

Un altro aspetto di grande interesse riguarda la capacita della berberina di aumentare la sensibilita
delle cellule tumorali ai trattamenti convenzionali, come chemioterapia, radioterapia e terapie a
bersaglio molecolare.

La resistenza ai farmaci antitumorali rappresenta uno dei principali ostacoli al successo
terapeutico. Le cellule tumorali possono sviluppare resistenza attraverso numerosi meccanismi, tra
cui aumento dell’efflusso dei farmaci, potenziamento dei sistemi di riparazione del DNA,
alterazioni del metabolismo cellulare, attivazione di vie di sopravvivenza e modificazioni del
microambiente tumorale.

La berberina ¢ stata studiata in combinazione con diversi agenti antitumorali. Nel carcinoma
polmonare, I’associazione con doxorubicina ha mostrato effetti particolarmente interessanti. La

berberina ¢ infatti in grado di aumentare la sensibilita delle cellule tumorali alla doxorubicina
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attraverso la downregulation della via STAT3, coinvolta nella sopravvivenza cellulare, nella
proliferazione e nella resistenza farmacologica [153].

Inoltre, la berberina pud modulare la risposta immunitaria indotta dalla doxorubicina. E stato
osservato che il trattamento con doxorubicina puod favorire la formazione di un microambiente
immunosoppressivo, caratterizzato dall’aumento del fenotipo neutrofilo N2 e dalla produzione di
citochine di tipo Th2. La berberina, al contrario, contribuisce a mantenere il fenotipo neutrofilo
N1, associato a una risposta antitumorale piu efficace, e riduce I’immunosoppressione indotta dal
trattamento chemioterapico [154].

La berberina ha mostrato effetti sinergici anche con farmaci a bersaglio molecolare, come gefitinib
e icotinib. In combinazione con gefitinib, la BBR inibisce la crescita e la motilita cellulare,
promuove 1’apoptosi e modula 1’asse HOTAIR/miR-34a-5p, contribuendo alla riduzione dei
marcatori del’EMT [155]. In associazione con icotinib, invece, la berberina favorisce la

degradazione autofagica di EGFR, superando parzialmente la resistenza al trattamento.

5.8 Limiti dell’impiego della berberina non formulata in oncologia

Nonostante il notevole potenziale antitumorale, ’impiego della berberina libera in oncologia
presenta importanti limitazioni. La scarsa solubilitd acquosa, la bassa biodisponibilita orale, la
limitata permeabilita cellulare e I’efflusso mediato dalla glicoproteina P riducono la quantita di
farmaco che raggiunge effettivamente il sito tumorale.

Inoltre, per ottenere concentrazioni terapeuticamente efficaci possono essere necessari dosaggi
elevati, con conseguente aumento del rischio di effetti indesiderati. E stato riportato che assunzioni
elevate o prolungate di berberina possono determinare effetti avversi, tra cui disturbi
gastrointestinali e possibili interferenze con 1’assorbimento di alcune vitamine.

Queste limitazioni rendono necessario lo sviluppo di formulazioni capaci di migliorare la
veicolazione della molecola, aumentarne 1’accumulo tumorale e ridurne I’esposizione sistemica
non specifica.

In questo contesto, le nanoformulazioni rappresentano una strategia particolarmente promettente.
L’incapsulamento della berberina in nanoparticelle polimeriche, lipidiche, metalliche o
multifunzionali pud infatti migliorarne la stabilita, aumentarne la biodisponibilita, favorirne il

targeting tumorale e potenziarne I’efficacia antineoplastica.
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5.9 Considerazioni conclusive sulla berberina come antineoplastico

La berberina esercita un’attivita antitumorale complessa e multifattoriale. Essa ¢ in grado di
interferire con numerosi processi fondamentali della progressione neoplastica, tra cui
proliferazione cellulare, evasione dell’apoptosi, autofagia, angiogenesi, invasivita,
metastatizzazione € immunosoppressione.

La capacita di agire su molteplici bersagli molecolari rende questa molecola particolarmente
interessante nel contesto oncologico, soprattutto per tumori caratterizzati da elevata eterogeneita
biologica e resistenza ai trattamenti convenzionali, come il carcinoma polmonare.

Tuttavia, le sfavorevoli caratteristiche farmacocinetiche della berberina libera limitano fortemente
la sua applicazione clinica. Per questo motivo, I’'impiego di sistemi di drug delivery avanzati e
nanoformulazioni rappresenta un passaggio essenziale per trasformare il potenziale biologico della
molecola in una reale opportunita terapeutica.

Nel capitolo successivo verra approfondito il ruolo della berberina e delle sue nanoformulazioni
nel carcinoma polmonare, con particolare attenzione ai meccanismi molecolari e alle strategie

innovative attualmente in fase di studio.
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CAPITOLO 6

BERBERINA E CARCINOMA POLMONARE

Il carcinoma polmonare rappresenta una delle principali sfide della moderna oncologia, sia per
I’elevata incidenza sia per I’alta mortalita associata alla malattia. A livello globale, esso costituisce
il secondo tumore piu frequentemente diagnosticato e la prima causa di morte per neoplasia, con
oltre 2 milioni di nuovi casi e circa 1,8 milioni di decessi riportati annualmente [156]. Questi dati
evidenziano I’impatto clinico e sociale di una patologia che, nonostante i progressi diagnostici e
terapeutici, continua a presentare una prognosi spesso sfavorevole.

Dal punto di vista istologico, il carcinoma polmonare viene distinto principalmente in carcinoma
polmonare non a piccole cellule, indicato come NSCLC, e carcinoma polmonare a piccole cellule,
o SCLC. I NSCLC rappresenta circa 1’85% dei casi, mentre il SCLC costituisce circa il 15% delle
diagnosi [157]. All’interno del NSCLC si distinguono ulteriormente I’adenocarcinoma polmonare,
il carcinoma squamocellulare e il carcinoma a grandi cellule. Tra questi, 1’adenocarcinoma
polmonare ¢ il sottotipo piu frequente e rappresenta circa il 40% dei tumori polmonari, seguito dal
carcinoma squamocellulare, che costituisce circa il 25-30% dei casi [158].

Nonostante I’introduzione di approcci terapeutici avanzati, quali chemioterapia, radioterapia,
immunoterapia e terapie a bersaglio molecolare, il carcinoma polmonare continua a essere
associato a elevata aggressivita biologica, frequente diagnosi in fase avanzata e sviluppo di
resistenza ai trattamenti [ 159]. In questo scenario, la ricerca di nuove molecole capaci di modulare
piu bersagli cellulari e molecolari rappresenta una prospettiva di grande interesse.

La berberina si inserisce in questo contesto come fitocomposto dotato di proprieta antitumorali
multifattoriali. Numerose evidenze sperimentali hanno dimostrato che essa puo interferire con
proliferazione cellulare, apoptosi, autofagia, angiogenesi, metastasi, risposta immunitaria e
chemiosensibilita delle cellule tumorali. Tali caratteristiche rendono la berberina particolarmente
interessante nel carcinoma polmonare, patologia in cui la complessita molecolare e 1’elevata
eterogeneitd tumorale richiedono strategie terapeutiche capaci di agire su piu vie biologiche

contemporaneamente.

43



Therapeutic Effects of Berberine on Lung Cancer
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Figura 7 Inhibitory effects of berberine on tumor cells and its molecular and signaling targets. ASK1, apoptosis
signal-regulating kinase 1; ATGs, autophagy-related proteins; COX2, cyclooxygenase; EMT, epithelial-mesenchymal
transition; HIF-1a, hypoxia-inducible factor 1-alpha; HOTAIR, HOX antisense intergenic RNA; IncRNA, long non-
coding RNA; MMP-2, matrix metalloproteinase 2; PAI, plasminogen activator inhibitor; ROS, reactive oxygen
species; TIGAR, TP53 inducible glycolysis and apoptosis regulator; TIMP2, tissue inhibitor of metalloproteinase 2;
uPA, urokinase-plasminogen activator; VEGF, vascular endothelial growth factor.

6.1 Caratteristiche biologiche del carcinoma polmonare

Il carcinoma polmonare ¢ una patologia estremamente eterogenea. Questa eterogeneita riguarda
non solo 1’aspetto istologico, ma anche il profilo molecolare, il comportamento biologico e la
risposta ai trattamenti. Nei pazienti affetti da NSCLC possono essere presenti alterazioni genetiche
a carico di diversi geni coinvolti nella proliferazione cellulare, nella sopravvivenza, nella
migrazione e nella risposta ai farmaci.

Tra le alterazioni molecolari piu rilevanti vi sono quelle che interessano EGFR, ALK, ROSI,
BRAF, MET, RET, NTRK e KRAS. La presenza di tali mutazioni ha modificato profondamente
I’approccio terapeutico al carcinoma polmonare, consentendo lo sviluppo di farmaci a bersaglio
molecolare. Tuttavia, anche nei pazienti che inizialmente rispondono a tali trattamenti, la comparsa
di resistenza acquisita rappresenta un problema clinico frequente.

La biologia del carcinoma polmonare ¢ inoltre fortemente influenzata dal microambiente tumorale,
costituito da cellule immunitarie, fibroblasti associati al cancro, cellule endoteliali, matrice
extracellulare, citochine e fattori di crescita. Il microambiente tumorale non rappresenta una
semplice struttura di supporto, ma partecipa attivamente alla progressione della malattia, alla

formazione di metastasi ¢ alla resistenza ai trattamenti [160,161].
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In questo contesto, la berberina risulta particolarmente interessante perché non agisce
esclusivamente sulla cellula tumorale, ma pud modulare anche componenti del microambiente
neoplastico, inclusi macrofagi, cellule immunosoppressive, mediatori inflammatori ¢ molecole

coinvolte nell’evasione immunitaria.

6.2 Razionale dell’impiego della berberina nel carcinoma polmonare

L’interesse verso la berberina nel carcinoma polmonare deriva dalla sua capacita di interferire con
molteplici processi coinvolti nella progressione tumorale. A differenza di molte molecole
antitumorali convenzionali, che agiscono su un singolo bersaglio molecolare, la berberina presenta
un profilo d’azione multitarget. Questa caratteristica puo rappresentare un vantaggio nei tumori
complessi ed eterogenei, come il carcinoma polmonare, in cui la progressione della malattia ¢
sostenuta da numerose vie di segnalazione interconnesse.

Studi condotti su linee cellulari di carcinoma polmonare, in particolare A549 e H1299, hanno
dimostrato che la berberina ¢ in grado di ridurre la proliferazione cellulare, alterare la morfologia
delle cellule tumorali, diminuire la capacita migratoria e indurre morte cellulare programmata.
Questi effetti sono associati alla modulazione di pathway molecolari fondamentali, tra cui NF-
kB/COX-2, HIF-10/VEGF, PI3K/AKT, Rat/MEK/ERK e ROS/ASK1/INK.

Il razionale terapeutico della berberina nel carcinoma polmonare si fonda quindi sulla possibilita
di agire contemporaneamente su processi diversi ma complementari: bloccare la crescita tumorale,
promuovere 1’apoptosi, ridurre 1’angiogenesi, limitare la metastatizzazione e aumentare la

sensibilita delle cellule tumorali ai trattamenti convenzionali.

6.3 Effetti antiproliferativi sulle cellule di carcinoma polmonare

La proliferazione incontrollata rappresenta una delle caratteristiche principali delle cellule
neoplastiche. Nel carcinoma polmonare, la deregolazione del ciclo cellulare contribuisce alla
rapida crescita della massa tumorale e alla progressione della malattia. La berberina ha mostrato
una significativa attivita antiproliferativa su diverse linee cellulari polmonari, in particolare A549,
H1299 e altre cellule di NSCLC.

Fu et al. hanno evidenziato che il trattamento con berberina determina una riduzione della
proliferazione nelle cellule A549 e H1299, accompagnata da modificazioni morfologiche
compatibili con una perdita della capacita migratoria e invasiva. Le cellule trattate presentano una
riduzione del contatto cellula-cellula, una minore formazione di filopodi e una diminuzione della

motilita cellulare.
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Questi effetti sono stati messi in relazione con I’inibizione di diverse vie di segnalazione
intracellulari. In particolare, la berberina riduce I’attivitda dei pathway PI3K/AKT e
Raf/MEK/ERK, entrambi fondamentali per la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule
tumorali. L’inibizione di queste vie determina una riduzione dei segnali pro-proliferativi e puo
favorire ’attivazione di processi di morte cellulare.

Ulteriori studi hanno dimostrato che la berberina puo indurre arresto del ciclo cellulare nelle cellule
di carcinoma polmonare, impedendo la progressione verso le fasi replicative. Questo effetto
contribuisce alla riduzione della crescita tumorale e pud aumentare la sensibilita delle cellule

neoplastiche ad altri trattamenti antitumorali.

6.4 Induzione dell’apoptosi nel carcinoma polmonare

L’evasione dell’apoptosi € una delle principali caratteristiche delle cellule tumorali. Nel carcinoma
polmonare, 1’alterazione delle vie apoptotiche contribuisce alla sopravvivenza delle cellule
maligne, alla progressione tumorale e alla resistenza ai trattamenti. La berberina ha mostrato una
significativa capacita di ripristinare la sensibilita apoptotica delle cellule tumorali polmonari.
Uno studio condotto su cellule NSCLC p53-positive A549 e p53-deficienti H1299 ha dimostrato
che la berberina induce apoptosi in modo piu marcato nelle cellule A549. Questo risultato
suggerisce che la presenza di p53 funzionale possa aumentare la sensibilita delle cellule tumorali
all’azione pro-apoptotica della berberina.

A livello molecolare, il trattamento con berberina determina un aumento dell’espressione delle
proteine pro-apoptotiche Bax e Bak e una riduzione delle proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcl-
xL. Questo squilibrio favorisce la permeabilizzazione della membrana mitocondriale, il rilascio
del citocromo c e I’attivazione della cascata delle caspasi, con conseguente morte cellulare
programmata.

Chen et al. hanno inoltre evidenziato che la berberina pud indurre apoptosi nelle cellule NSCLC
attraverso la produzione di specie reattive dell’ossigeno. L’aumento dei ROS attiva la via
ASK1/INK, determina depolarizzazione della membrana mitocondriale e promuove il clivaggio
della caspasi-3. Questo meccanismo risulta particolarmente rilevante perché le cellule tumorali
sono spesso caratterizzate da uno stress ossidativo basale piu elevato rispetto alle cellule normali;
un ulteriore aumento dei ROS puo quindi superare la soglia di tolleranza cellulare e indurre morte
selettiva.

Un ulteriore meccanismo coinvolge la regolazione dei microRNA. La berberina ¢ stata infatti

associata all’aumento dell’espressione di miR-19a, che pud favorire 1’apoptosi attraverso la
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modulazione dell’asse miR-19a/TF/MAPK [162]. Questi dati indicano che I’attivita pro-
apoptotica della berberina nel carcinoma polmonare ¢ complessa e coinvolge sia vie mitocondriali

sia meccanismi di regolazione post-trascrizionale.

6.5 Berberina, autofagia e carcinoma polmonare

L’autofagia svolge un ruolo controverso nel cancro. In alcuni contesti pud rappresentare un
meccanismo di sopravvivenza per le cellule tumorali sottoposte a stress metabolico o
farmacologico, mentre in altri puo contribuire alla morte cellulare. Nel carcinoma polmonare, la
modulazione dell’autofagia rappresenta una strategia terapeutica di crescente interesse.

La berberina si ¢ dimostrata capace di modulare i processi autofagici nelle cellule tumorali
polmonari. Gao et al. hanno osservato che il trattamento delle cellule A549 con berberina
determina un aumento dell’espressione di Beclin-1, LC3-I e LC3-II, marcatori associati
all’attivazione dell’autofagia. Parallelamente, la molecola aumenta 1’espressione di Bax e riduce
quella di Bcl-2, suggerendo una stretta interazione tra autofagia e apoptosi.

Il meccanismo proposto coinvolge miR-144 e TIGAR. La berberina aumenta I’espressione di miR-
144, il quale riduce I’espressione di TIGAR, una proteina coinvolta nella regolazione del
metabolismo glicolitico e nella protezione cellulare dall’apoptosi e dall’autofagia. Attraverso
questo asse, la berberina puo favorire la morte delle cellule tumorali A549 sia per via apoptotica
sia per via autofagica.

La modulazione dell’autofagia risulta particolarmente rilevante anche nelle terapie combinate. In
cellule NSCLC resistenti al’EGFR, 1’associazione tra berberina e icotinib ha mostrato effetti
antitumorali sinergici. Tale combinazione induce apoptosi e morte cellulare autofagica,
promuovendo la degradazione del recettore EGFR attraverso una via mediata dall’autofagia.
Questo dato suggerisce che la berberina possa contribuire a superare forme di resistenza

farmacologica legate alla persistenza della segnalazione EGFR.

6.6 Inibizione dell’angiogenesi tumorale

L’angiogenesi ¢ indispensabile per la crescita del carcinoma polmonare. Le cellule tumorali,
aumentando di numero, necessitano di un apporto costante di ossigeno e nutrienti. Per soddisfare
questa esigenza, esse promuovono la formazione di nuovi vasi sanguigni attraverso la produzione
di fattori pro-angiogenici, tra cui VEGF.

Nel carcinoma polmonare, 1’asse HIF-10/VEGF svolge un ruolo centrale. In condizioni di ipossia,

HIF-la viene stabilizzato e induce [’espressione di geni coinvolti nell’adattamento al
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microambiente povero di ossigeno, tra cui VEGF. Questo favorisce la formazione di nuovi vasi e
contribuisce alla progressione tumorale [163].

La berberina ¢ in grado di contrastare questo processo. Fu et al. hanno dimostrato che la molecola
inibisce la via HIF-1o0/VEGF nelle cellule di carcinoma polmonare, riducendo cosi la capacita del
tumore di promuovere angiogenesi. Anche Li et al. hanno osservato che la berberina cloridrato
riduce I’espressione di VEGF e MMP-2 nelle cellule A549.

L’inibizione di MMP-2 ¢ particolarmente importante perché questa metalloproteinasi partecipa
alla degradazione della matrice extracellulare, un processo necessario sia per la migrazione delle
cellule endoteliali durante 1’angiogenesi sia per I’invasione tumorale. La riduzione simultanea di
VEGF e MMP-2 suggerisce quindi che la berberina possa agire non solo sulla vascolarizzazione

tumorale, ma anche sulla capacita invasiva delle cellule neoplastiche.

6.7 Effetti antimetastatici nel carcinoma polmonare

La metastatizzazione rappresenta una delle principali cause di morte nei pazienti affetti da
carcinoma polmonare. La capacita delle cellule tumorali di invadere i tessuti circostanti, entrare
nel circolo ematico e colonizzare organi distanti ¢ strettamente associata alla prognosi sfavorevole
della malattia.

La berberina ha mostrato un significativo effetto antimetastatico in diversi modelli di carcinoma
polmonare. Peng et al. hanno dimostrato che la molecola riduce vitalita, motilita e invasivita delle
cellule A549 in modo dose- e tempo-dipendente. Tale effetto ¢ associato alla riduzione
dell’espressione di uPA e MMP-2 e all’aumento di TIMP-2 e PAI, molecole che contrastano la
degradazione della matrice extracellulare.

Un ulteriore meccanismo riguarda 1’inibizione della transizione epitelio-mesenchimale. Qi et al.
hanno osservato che la berberina sopprime ’EMT indotta da TGF-f1 nelle cellule di carcinoma
polmonare. In particolare, il trattamento aumenta I’espressione di E-caderina e riduce quella di
vimentina, Snail, Slug-1 e MMP-2.

Questi effetti sono stati confermati anche in vivo. Nei modelli murini portatori di tumore A549, la
somministrazione intraperitoneale di berberina ha determinato una riduzione significativa del
volume tumorale, con effetti piu evidenti alla dose di 10 mg/kg.

La capacita della berberina di modulare EMT, metalloproteinasi e segnali pro-invasivi indica che
la molecola puo interferire con diversi passaggi della cascata metastatica, riducendo la probabilita

di disseminazione tumorale.
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6.8 Immunomodulazione e microambiente tumorale

Il microambiente tumorale del carcinoma polmonare ¢ caratterizzato da una complessa interazione
tra cellule tumorali, cellule immunitarie, fibroblasti, cellule endoteliali e mediatori solubili. Questo
ambiente puo favorire la progressione della malattia e contribuire all’evasione immunitaria.

La berberina ha mostrato la capacita di modulare diversi componenti del microambiente tumorale.
Gu et al. hanno evidenziato che la molecola puo regolare la funzione dei macrofagi attraverso la
modulazione di PADI4. I macrofagi con aumentata espressione di PADI4 favoriscono la
sopravvivenza delle cellule A549 e promuovono EMT; la berberina, riducendo PADI4, contrasta
questi effetti e limita la progressione tumorale.

Un altro meccanismo rilevante riguarda PD-L1, molecola coinvolta nell’evasione immunitaria. Le
cellule tumorali che esprimono PD-L1 possono inibire I’attivita dei linfociti T citotossici attraverso
I’interazione con PD-1. E stato dimostrato che la berberina favorisce la degradazione ubiquitina-
dipendente di PD-L1 nelle cellule tumorali polmonari, riducendo I’immunosoppressione e
favorendo la risposta antitumorale [164].

La berberina puo inoltre ridurre I’attivazione di popolazioni immunosoppressive, come linfociti T
regolatori e cellule soppressorie di derivazione mieloide. Questo contribuisce a rendere il
microambiente tumorale meno favorevole alla progressione neoplastica e pit permissivo nei

confronti della risposta immunitaria antitumorale.

6.9 Berberina e chemiosensibilita nel carcinoma polmonare

La resistenza ai trattamenti rappresenta uno dei maggiori ostacoli nella terapia del carcinoma
polmonare. Anche quando i pazienti rispondono inizialmente alla chemioterapia o alle terapie a
bersaglio molecolare, spesso sviluppano resistenza acquisita, con conseguente progressione della
malattia.

La berberina ha mostrato la capacita di aumentare la sensibilita delle cellule tumorali polmonari
ad alcuni farmaci antitumorali. In particolare, la combinazione con doxorubicina ha evidenziato
effetti rilevanti. Zhu et al. hanno dimostrato che la berberina sopprime la proliferazione cellulare,
induce apoptosi e inibisce la formazione di sferoidi tumorali attraverso la downregulation di
STATS3. Inoltre, la molecola aumenta la sensibilita delle cellule tumorali alla doxorubicina proprio
attraverso la soppressione di questa via di segnalazione.

STAT3 ¢ una proteina coinvolta nella sopravvivenza cellulare, nella proliferazione,

nell’inflammazione e nella resistenza farmacologica. La sua inibizione pud quindi aumentare
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I’efficacia della chemioterapia e ridurre la capacita delle cellule tumorali di adattarsi allo stress
farmacologico.

Un ulteriore aspetto riguarda la modulazione dei neutrofili. La doxorubicina puo favorire un
microambiente immunosoppressivo, associato all’aumento del fenotipo neutrofilo N2 e alla
produzione di citochine Th2, come TGF-B1, IL-6 e IL-10. La berberina contribuisce invece a
mantenere il fenotipo NI, piu favorevole alla risposta antitumorale, e riduce
I’immunosoppressione indotta dal trattamento.

La berberina ha mostrato effetti sinergici anche con farmaci a bersaglio molecolare. In
combinazione con gefitinib, essa riduce crescita e motilita cellulare, induce apoptosi e modula
I’asse HOTAIR/miR-34a-5p, con conseguente riduzione dei marcatori dell’EMT. In associazione
con icotinib, invece, la molecola favorisce la degradazione autofagica di EGFR e contribuisce a

superare la resistenza al trattamento.

6.10 Limiti della berberina non formulata nel trattamento del carcinoma polmonare

Nonostante i numerosi effetti antitumorali osservati, I’impiego della berberina libera nel carcinoma
polmonare presenta limiti importanti. La scarsa solubilita acquosa, la bassa biodisponibilita orale,
il ridotto uptake cellulare e ’efflusso mediato dalla glicoproteina P riducono la concentrazione
effettiva della molecola nel sito tumorale.

Inoltre, dopo somministrazione endovenosa, la berberina puo andare incontro a rapida clearance,
formazione di aggregati e distribuzione tissutale disomogenea [165]. Questi aspetti limitano la
possibilita di ottenere concentrazioni terapeuticamente efficaci nel microambiente tumorale.

Per superare tali criticita, la ricerca si ¢ orientata verso lo sviluppo di sistemi nanoparticellari in
grado di migliorare la stabilita della molecola, favorirne I’accumulo nel tumore e ridurne gli effetti
indesiderati sistemici. Le nanoformulazioni possono infatti aumentare la biodisponibilita,
proteggere la berberina dalla degradazione, migliorarne 1’'uptake cellulare e consentire strategie di

targeting tumorale.

6.11 Considerazioni conclusive sull’efficacia nel carcinoma polmonare

La berberina esercita nel carcinoma polmonare un’azione antitumorale ampia e multifattoriale.
Essa ¢ in grado di inibire la proliferazione cellulare, indurre apoptosi, modulare I’autofagia, ridurre
angiogenesi e metastatizzazione, influenzare il microambiente tumorale e aumentare la sensibilita

ai trattamenti convenzionali.
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Questi effetti derivano dalla capacita della molecola di modulare numerose vie di segnalazione
coinvolte nella progressione tumorale, tra cui HIF-1o/VEGF, NF-xkB/COX-2, PI3K/AKT,
Raf/MEK/ERK, ROS/ASK1/INK, STAT3, EGFR e PD-LI.

Tuttavia, le caratteristiche farmacocinetiche sfavorevoli della berberina libera ne limitano ancora
la traduzione clinica. Per questo motivo, I'impiego di nanoformulazioni rappresenta una
prospettiva fondamentale per valorizzare il potenziale terapeutico della molecola nel carcinoma
polmonare. Nel capitolo successivo verranno quindi approfondite le principali nanoformulazioni
della berberina sviluppate in ambito oncologico, con particolare attenzione ai sistemi polimerici,

lipidici, metallici e multifunzionali.
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CAPITOLO 7

LIMITI ATTUALI E PROSPETTIVE FUTURE DELLE
NANOFORMULAZIONI DELLA BERBERINA

Negli ultimi due decenni la ricerca scientifica ha dimostrato come la berberina possieda un
considerevole potenziale terapeutico in numerosi ambiti patologici, inclusi i disordini metabolici,
le malattie cardiovascolari, le patologie inflammatorie croniche e il cancro. In particolare, gli studi
condotti nel settore oncologico hanno evidenziato la capacita della molecola di modulare
simultaneamente molteplici pathway cellulari coinvolti nella proliferazione, nella sopravvivenza
e nella diffusione delle cellule tumorali.

Nonostante questi risultati incoraggianti, la traslazione clinica della berberina rimane ancora
limitata. La maggior parte delle evidenze disponibili deriva infatti da studi in vitro o da
sperimentazioni condotte su modelli animali, mentre il numero di studi clinici controllati rimane
relativamente ridotto. Sebbene le nanotecnologie abbiano consentito di superare molte delle
limitazioni farmacocinetiche della molecola, persistono ancora numerose problematiche che
devono essere affrontate prima che le nanoformulazioni della berberina possano essere introdotte
stabilmente nella pratica clinica.

L'analisi critica di tali limitazioni risulta fondamentale per comprendere lo stato attuale della

ricerca e individuare le future direzioni di sviluppo.

7.1 Limiti intrinseci della berberina

Il primo limite riguarda la stessa molecola di berberina. Nonostante 1'ampio spettro di attivita
biologiche documentate, la sua farmacocinetica continua a rappresentare una delle principali
criticita.

La scarsa solubilita acquosa della berberina riduce significativamente la quota disponibile per
l'assorbimento intestinale. Parallelamente, la limitata permeabilitda attraverso I'epitelio
gastrointestinale, l'efflusso mediato dalla glicoproteina P e l'intenso metabolismo di primo
passaggio contribuiscono ulteriormente alla riduzione della biodisponibilita sistemica [166,167].
Anche quando vengono utilizzate formulazioni avanzate, il comportamento biologico della
molecola puo risultare influenzato da variabili fisiologiche difficilmente controllabili, tra cui la
composizione del microbiota intestinale, il pH gastrointestinale, la presenza di alimenti, le

differenze genetiche individuali e la funzionalita epatica.
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Questi fattori possono generare una significativa variabilita interindividuale nella risposta

terapeutica, rendendo difficile la definizione di protocolli terapeutici standardizzati.

7.2 Limiti delle evidenze precliniche

Uno dei principali problemi della letteratura scientifica attualmente disponibile riguarda la
predominanza di studi preclinici.

La maggior parte dei lavori pubblicati ha infatti utilizzato linee cellulari tumorali o modelli
animali. Sebbene questi studi siano fondamentali per comprendere i meccanismi molecolari della
berberina, essi non sempre riflettono fedelmente la complessita biologica osservata nei pazienti.
Le linee cellulari utilizzate nei laboratori rappresentano modelli semplificati che non riproducono
completamente il microambiente tumorale umano. Analogamente, i modelli murini presentano
differenze fisiologiche, immunologiche e metaboliche rispetto all'uvomo.

Di conseguenza, risultati estremamente promettenti ottenuti in vitro o in vivo su animali
potrebbero non tradursi necessariamente nella stessa efficacia clinica.

Un ulteriore limite riguarda le concentrazioni utilizzate negli studi sperimentali. In molti casi, le
dosi di berberina impiegate nei modelli cellulari risultano significativamente superiori a quelle
realisticamente raggiungibili nei tessuti umani mediante somministrazione convenzionale.
Questo aspetto evidenzia ulteriormente l'importanza dello sviluppo di sistemi di drug delivery

capaci di aumentare la concentrazione del farmaco direttamente nel sito patologico.

7.3 Criticita delle nanoformulazioni attualmente disponibili

Sebbene le nanoformulazioni abbiano migliorato notevolmente le proprieta biofarmaceutiche della
berberina, esse presentano ancora diverse criticita tecnologiche.

Uno dei problemi piu rilevanti riguarda la riproducibilita della produzione su larga scala. Molte
formulazioni sviluppate in laboratorio vengono preparate in piccole quantita mediante metodiche
difficilmente trasferibili alla produzione industriale.

Parametri quali dimensione particellare, indice di polidispersione, efficienza di incapsulamento e
potenziale zeta possono infatti variare significativamente durante il passaggio dalla scala di
laboratorio alla scala industriale.

Un altro limite riguarda la stabilita delle formulazioni. Alcuni sistemi nanoparticellari tendono ad
aggregarsi durante la conservazione oppure possono subire modificazioni strutturali che alterano

il rilascio del farmaco.
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Nel caso delle nanoparticelle lipidiche, ad esempio, possono verificarsi fenomeni di espulsione del
principio attivo dalla matrice lipidica nel tempo.

Anche 1 sistemi liposomiali possono andare incontro a instabilita fisica, perdita del contenuto
farmacologico o fusione delle vescicole durante la conservazione.

Questi aspetti rendono necessaria un'attenta ottimizzazione dei processi formulativi e delle

condizioni di conservazione.

7.4 Problematiche legate alla sicurezza

La sicurezza rappresenta uno degli aspetti pitt importanti nello sviluppo di qualsiasi nanomedicina.
Sebbene molti materiali utilizzati per la formulazione della berberina, come chitosano, fosfolipidi
e PLGA, siano generalmente considerati biocompatibili, l'interazione tra nanoparticelle e
organismo umano ¢ estremamente complessa.

Le nanoparticelle possono infatti accumularsi in organi come fegato, milza, polmoni e reni. In
alcuni casi, una permanenza prolungata potrebbe determinare effetti tossici ancora non
completamente compresi.

Particolare attenzione deve essere rivolta alle nanoparticelle metalliche. Sebbene esse abbiano
mostrato risultati promettenti nel trattamento del carcinoma polmonare, il loro impiego solleva
interrogativi riguardanti la possibile tossicita a lungo termine, la biodistribuzione e la capacita di
accumulo nei tessuti.

Anche le nanostrutture carboniose, come fullerene e nanotubi di carbonio, richiedono ulteriori
studi tossicologici prima di poter essere considerate pienamente sicure per l'impiego clinico.
Pertanto, la valutazione della sicurezza rappresenta ancora uno dei principali ostacoli alla

diffusione clinica delle nanoformulazioni della berberina.

7.5 Mancanza di studi clinici su larga scala

Uno degli aspetti piu critici riguarda la scarsita di studi clinici randomizzati e controllati.
Attualmente, la maggior parte delle evidenze relative alle nanoformulazioni della berberina deriva
da studi preclinici o da sperimentazioni cliniche preliminari condotte su un numero limitato di
pazienti.
Mancano ancora studi multicentrici di ampia scala capaci di dimostrare in maniera definitiva:

e [I'efficacia clinica;

e lasicurezza a lungo termine;

o il dosaggio ottimale;
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e le possibili interazioni farmacologiche;
o il reale vantaggio rispetto alle terapie convenzionali.
Senza queste informazioni risulta difficile ottenere l'approvazione regolatoria da parte delle

autorita competenti e introdurre tali sistemi nella pratica clinica quotidiana.

7.6 Personalizzazione della terapia e medicina di precisione

Una delle prospettive piu interessanti per il futuro riguarda l'integrazione delle nanoformulazioni
della berberina con i principi della medicina personalizzata.

L'eterogeneita biologica dei tumori rappresenta una delle principali cause di fallimento
terapeutico. Pazienti affetti dalla stessa neoplasia possono infatti presentare profili genetici,
metabolici e immunologici profondamente differenti.

Le future piattaforme nanotecnologiche potrebbero essere progettate per adattarsi alle
caratteristiche biologiche specifiche di ciascun paziente, migliorando la selettivita terapeutica e
riducendo gli effetti collaterali.

In questo contesto, lo sviluppo di nanocarrier funzionalizzati con anticorpi, peptidi o ligandi
specifici potrebbe consentire il riconoscimento selettivo delle cellule tumorali e il rilascio mirato

della berberina direttamente nel tessuto neoplastico.

7.7 Sistemi intelligenti e rilascio controllato

Le moderne nanotecnologie stanno progressivamente evolvendo verso sistemi di rilascio
intelligenti, capaci di rispondere a specifici stimoli biologici o fisici.
Tra gli approcci piu promettenti vi sono nanoparticelle sensibili:

e alpH;

o alla temperatura;

o agli enzimi;

o alla luce;

e ai campi magnetici.
Nel caso della berberina, tali sistemi potrebbero consentire il rilascio del farmaco esclusivamente
all'interno del microambiente tumorale, caratterizzato da condizioni biochimiche differenti rispetto
ai tessuti sani.
Questa strategia potrebbe aumentare significativamente 'efficacia terapeutica e ridurre la tossicita

sistemica.
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Particolarmente interessante risulta I'associazione tra berberina e terapia fotodinamica. Le recenti
nanoformulazioni multifunzionali descritte nell'articolo 3 dimostrano come sia possibile
combinare il trasporto del farmaco con approcci terapeutici innovativi basati sulla generazione

controllata di specie reattive dell'ossigeno.

7.8 Applicazioni future in oncologia

In ambito oncologico, le prospettive future appaiono particolarmente promettenti.
Le evidenze disponibili suggeriscono che la berberina possa essere utilizzata non soltanto come
agente antitumorale diretto, ma anche come molecola adiuvante in grado di aumentare 1'efficacia
di chemioterapia, radioterapia e immunoterapia.
L'integrazione tra berberina e farmaci antitumorali convenzionali potrebbe consentire:

e lariduzione dei dosaggi;

e la diminuzione degli effetti collaterali;

e il superamento di alcuni meccanismi di resistenza;

e il miglioramento della risposta terapeutica complessiva.
Inoltre, la capacita della berberina di modulare il microambiente tumorale e la risposta immunitaria
la rende particolarmente interessante nell'era dell'immunoterapia.
La possibilita di associare nanoformulazioni della berberina a inibitori dei checkpoint immunitari

rappresenta uno dei filoni di ricerca piu promettenti per i prossimi anni.

7.9 Considerazioni finali

Le nanoformulazioni della berberina rappresentano una delle applicazioni piu interessanti della
moderna tecnologia farmaceutica. I progressi ottenuti negli ultimi anni hanno dimostrato che ¢
possibile superare molte delle limitazioni farmacocinetiche che ne ostacolavano 1'impiego clinico.
Tuttavia, numerose sfide rimangono ancora aperte. La necessita di migliorare la stabilita delle
formulazioni, garantire la sicurezza a lungo termine, sviluppare processi produttivi scalabili e
ottenere solide evidenze cliniche rappresenta il principale obiettivo della ricerca futura.

Nonostante tali limitazioni, le prospettive appaiono estremamente incoraggianti. L'integrazione tra
nanotecnologie, medicina di precisione e terapie oncologiche avanzate potrebbe trasformare la
berberina da semplice composto naturale di interesse farmacologico a vera e propria piattaforma
terapeutica innovativa per il trattamento di numerose patologie, con particolare riferimento al

carcinoma polmonare.

56



CONCLUSIONI

La berberina rappresenta uno dei fitocomposti pitt promettenti attualmente oggetto di studio nel
campo della ricerca farmacologica e farmaceutica. L’interesse nei confronti di questa molecola
deriva dalla sua capacita di esercitare molteplici attivita biologiche e terapeutiche attraverso la
modulazione simultanea di numerosi bersagli molecolari coinvolti nei processi fisiopatologici di
diverse malattie. Le evidenze scientifiche raccolte nel corso degli ultimi decenni hanno dimostrato
che la berberina possiede proprietd antimicrobiche, antinflammatorie, antiossidanti,
ipoglicemizzanti, ipolipemizzanti e, soprattutto, antitumorali.

Nonostante il notevole potenziale farmacologico, la traslazione clinica della berberina ¢ stata per
lungo tempo ostacolata dalle sue sfavorevoli caratteristiche biofarmaceutiche. La ridotta solubilita
acquosa, la limitata permeabilita intestinale, I’efflusso mediato dalla glicoproteina P e 1’intenso
metabolismo di primo passaggio determinano infatti una biodisponibilita orale estremamente
bassa, generalmente inferiore all’1%. Questi limiti hanno rappresentato il principale ostacolo
all’utilizzo terapeutico della molecola e hanno reso necessario lo sviluppo di strategie innovative
finalizzate a migliorarne I’assorbimento e la distribuzione sistemica.

In questo contesto, le nanotecnologie farmaceutiche hanno aperto prospettive particolarmente
interessanti. Le diverse strategie di drug delivery sviluppate negli ultimi anni hanno dimostrato
che la biodisponibilita della berberina pud essere significativamente migliorata attraverso
I’impiego di sistemi avanzati capaci di proteggerla dalla degradazione, favorirne il trasporto
attraverso le membrane biologiche e aumentarne la permanenza nei tessuti bersaglio. Tra questi,
le nanoparticelle polimeriche a base di chitosano hanno assunto un ruolo di primo piano grazie
alle loro favorevoli caratteristiche di biocompatibilita, biodegradabilita, mucoadesivita e capacita
di promuovere I’assorbimento intestinale del farmaco.

I risultati ottenuti con le nanoparticelle di chitosano hanno evidenziato un miglioramento
significativo delle proprieta biofarmaceutiche della berberina. L’aumento della stabilita
gastrointestinale, il miglioramento del coefficiente di ripartizione, la protezione del principio attivo
e ’incremento della biodisponibilita confermano il valore di questo approccio tecnologico. Tali
risultati dimostrano come la progettazione razionale di sistemi di rilascio possa trasformare una
molecola caratterizzata da importanti limitazioni farmacocinetiche in un candidato terapeutico
molto piu efficace.

Particolarmente rilevante ¢ emerso il ruolo della berberina nel trattamento delle patologie
oncologiche. Le evidenze disponibili indicano che questa molecola ¢ in grado di interferire con
numerosi processi fondamentali della progressione tumorale. Attraverso la modulazione di

pathway coinvolti nella proliferazione cellulare, nell’apoptosi, nell’autofagia, nell’angiogenesi,
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nella metastatizzazione e nella risposta immunitaria, la berberina esercita un’attivita antitumorale
complessa e multifattoriale. Questa caratteristica la distingue da molte terapie convenzionali,
spesso dirette verso un singolo bersaglio molecolare, e la rende particolarmente interessante nel
trattamento di neoplasie caratterizzate da elevata eterogeneita biologica.

Tra i diversi ambiti applicativi, il carcinoma polmonare rappresenta probabilmente uno dei contesti
in cui il potenziale della berberina appare piu evidente. Le numerose evidenze sperimentali
raccolte dimostrano che la molecola ¢ in grado di ridurre la proliferazione delle cellule tumorali
polmonari, promuovere 1’apoptosi, inibire 1’angiogenesi, contrastare la transizione epitelio-
mesenchimale e limitare la capacita metastatica delle cellule neoplastiche. Inoltre, la capacita della
berberina di modulare il microambiente tumorale e di aumentare la sensibilita delle cellule ai
trattamenti convenzionali suggerisce un possibile ruolo come agente adiuvante nelle strategie
terapeutiche integrate.

Un ulteriore aspetto di grande interesse riguarda la capacita della berberina di influenzare la
risposta immunitaria antitumorale. La modulazione di PD-L1, I’interferenza con le cellule
immunosoppressive e la regolazione di diversi mediatori inflammatori suggeriscono che questa
molecola possa contribuire non solo all’inibizione diretta della crescita tumorale, ma anche al
ripristino di una risposta immunitaria piu efficace contro il tumore. Tali proprieta risultano
particolarmente rilevanti nell’attuale panorama oncologico, caratterizzato da una crescente
integrazione tra immunoterapia e approcci terapeutici convenzionali.

Nonostante 1 risultati incoraggianti, ¢ necessario sottolineare che gran parte delle evidenze
disponibili deriva ancora da studi preclinici. Sebbene i modelli cellulari e animali abbiano
consentito di chiarire molti dei meccanismi d’azione della berberina, la loro trasposizione alla
pratica clinica richiede ulteriori approfondimenti. La mancanza di studi clinici multicentrici di
ampia scala rappresenta attualmente uno dei principali limiti allo sviluppo terapeutico della
molecola e delle sue nanoformulazioni. Sara pertanto necessario consolidare le evidenze cliniche
attraverso sperimentazioni controllate che consentano di definire dosaggi ottimali, profili di
sicurezza e reali benefici terapeutici nei pazienti.

Le prospettive future appaiono tuttavia estremamente promettenti. L’evoluzione delle
nanotecnologie, 1’introduzione di sistemi di rilascio intelligenti e I’integrazione con i principi della
medicina personalizzata potrebbero consentire lo sviluppo di piattaforme terapeutiche sempre piu
selettive ed efficaci. In particolare, 1’associazione della berberina con nanocarrier multifunzionali,
sistemi di targeting tumorale, immunoterapia e terapia fotodinamica rappresenta uno dei filoni di
ricerca piu innovativi e potenzialmente rivoluzionari nel panorama della nanomedicina

oncologica.
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Alla luce delle evidenze analizzate, ¢ possibile concludere che la berberina rappresenta una
molecola di straordinario interesse scientifico e farmacologico. Le sue molteplici attivita
biologiche, unite ai progressi ottenuti nel campo delle nanotecnologie farmaceutiche, suggeriscono
che essa possa assumere in futuro un ruolo sempre piu rilevante nel trattamento di numerose
patologie, in particolare in ambito oncologico. Sebbene siano ancora necessari ulteriori studi per
completarne il percorso di sviluppo clinico, la berberina e le sue nanoformulazioni costituiscono
oggi uno degli esempi piu significativi di come I’integrazione tra prodotti naturali e tecnologie

farmaceutiche avanzate possa aprire nuove prospettive per la medicina del futuro.
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