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Riassunto

Questo studio € stato condotto con I'obiettivoshrainare gli effetti dell’acqua Uliveto
(acqua minerale con proprieta bicarbonato-alcalinepodelli sperimentali di diarrea,
costipazione intestinale o colite. Ai ratti e statmsentito di bere acqua Uliveto o acqua
oligominerale di controllo per 30 giorni consecutiva diarrea € stata indotta tramite
somministrazione di 16,16-dimetilprostaglandina EEMPGE2). La costipazione
intestinale é stata evocata tramite somministra&zdinoperamide (farmaco stimolante
dei recettori oppioidi). La colite € stata indottaer mezzo di acido
dinitrobenzenesolfonico (DNBS) o di acido aceticoquesti modelli sperimentali sono
stati valutati lo svuotamento gastrico, il transitell'intestino tenue e il transito nel
colon. Negli animali con diarrea e stato osserwataallentamento dello svuotamento
gastrico e un aumento del transito sia nell’intestienue che nel colon. Negli animali
con diarrea, I'acqua Uliveto ha stimolato lo svmoésto gastrico, e questo effetto e
stato bloccato da L-365,260 (bloccante dei redettelta gastrina). Negli animali con
costipazione intestinale é stata osservata unaicde dello svuotamento gastrico, del
transito nell’intestino tenue e del transito ndbeog e tutte queste alterazioni funzionali
sono state normalizzate dall’acqua Uliveto. Negiimali con costipazione, gli effetti
dell’acqua Uliveto sullo svuotamento gastrico setati bloccati dal trattamento con L-
365,260, mentre gli effetti sul transito intesteadono sati bloccati da alosetron
(bloccante dei recettori 5HT3 della serotonina)gliNanimali con colite indotta da
DNBS e stata osservata una riduzione dello svuottongastrico e del transito sia
nell'intestino tenue che nel colon. In presenzaalite da DNBS l'acqua Uliveto ha
stimolato lo svuotamento gastrico e ha normalizddtansito nell'intestino tenue e nel

colon. Anche negli animali con colite indotta dadacacetico € stata osservata una



inibizione dello svuotamento gastrico e del transta nell'intestino tenue che nel
colon. In questo modello sperimentale 'acqua Ubviea stimolato sia lo svuotamento
gastrico che il transito nell'intestino tenue. $ultati di questo studio sperimentale
indicano che I'acqua Uliveto svolge effetti benesalla motilitd gastrointestinale in

presenza di alterazioni patologiche funzionali bammatorie. Gli effetti dell'acqua

Uliveto sullo svuotamento gastrico dipendono dacaerismi correlati alla secrezione di
gastrina endogena, mentre gli effetti dell’acqua/étb sul transito colico dipendono

dall’attivazione dall'attivazione del sistema ddllerotonina.



Introduzione

Le malattie funzionali del sistema digerente saravatterizzate da insiemi
complessi di sintomi che possono alterare la cqualdlla vita dei pazienti in maniera
significativa, anche se non sono associate a lesiganiche evidenziabili per mezzo di
varie procedure diagnostiche. Le malattie digestifitenzionali piu frequenti
comprendono la dispepsia funzionale cronica, ldreme dell'intestino irritabile e la
costipazione idiopatica cronica (1, 2, 3). Attuaittgei meccanismi eziopatogenetici
responsabili dei disturbi digestivi funzionali nosono stati completamente
caratterizzati. Tuttavia si ritiene che lo svilupm sintomi digestivi di origine
funzionale possa dipendere da alterazioni deirsisteervosi e ormonali preposti alla
regolazione delle funzioni secretive, motorie eémsoriali del sistema digerente a
livello del tratto prossimale o distale (2, 3, 4).

Anche le malattie intestinali di tipo inflammatorisono caratterizzate da
alterazioni delle funzioni digestive, a livello whotilita, assorbimento e secrezione, che
possono contribuire all'insorgenza di varie marde®ni sintomatologiche, quali
diarrea, alterazioni dell’alvo, meteorismo e doladdominale (5). | meccanismi
fisiopatologici coinvolti nello sviluppo di quessintomi sono attualmente oggetto di
studi approfonditi, ed & stato proposto che pracdisseuroplasticita e adattamento
neuronale, stimolati dall'azione di fattori infianabori sul sistema nervoso enterico,
siano responsabili della comparsa dei disturbi stige in presenza di patologie
inflammatorie intestinali (6, 7).

Le terapie farmacologiche dei disturbi digestivnzionali si prefiggono di
correggere i meccanismi fisiopatologici responsabilla comparsa dei sintomi.

Tuttavia, i farmaci attualmente disponibili petrttamento di questi disturbi risultano



spesso inefficaci 0 promuovono solo una remisspaiale dei sintomi. Esperienze
cliniche condotte in precedenza suggeriscono chggrie i trattamenti farmacologici,
I'assunzione di acque minerali caratterizzate déqmdari profili di soluti elettrolitici,
unitamente ad opportune modificazioni dello stile vita e del comportamento
alimentare, possa contribuire favorevolmente attamaento medico delle malattie
digestive funzionali (8, 9). In particolare, e stdpotizzato che le acque minerali
possano influenzare varie funzioni digestive a sdaalel loro contenuto in elettroliti e,
a sostegno di questa ipotesi, studi precedentidaimmostrato che le acque minerali
caratterizzate da una elevata concentrazione di bararbonato e calcio possano
modulare la secrezione di ormoni peptidici a livedlel sistema gastrointestinale (10,
11, 12). In accordo con queste osservazioni, @ stailtre osservato che le acque
minerali di tipo bicarbonato-alcalino facilitano $ouotamento gastrico nei pazienti con
dispepsia e aumentano la frequenza delle evacuaz@npazienti con costipazione
intestinale, ed é stato quindi proposto che cagjotari e prolungati di crenoterapia con
particolari tipi di acqua minerale potrebbero seolyeffetti benefici nei pazienti con
malattie digestive funzionali (8, 9, 11).

Sebbene i dati attualmente disponibili suggeriscdme la crenoterapia con acqua
minerale possa costituire un utile complementorattamento medico dei sintomi
digestivi funzionali, mancano solide evidenze sifiehe sui meccanismi che
sottendono gli effetti favorevoli di queste acqueéles funzioni gastrointestinali. A
questo rigurado, studi scientifici condotti su mibdgperimentali possono aiutare a
chiarire i meccanismi tramite cui le acque minermafluenzano i sistemi fisiologici
preposti al controllo delle funzioni secretive etare dell’'apparato digerente. Pertanto,

sulla base di queste considerazioni, il presentdigte stato svolto con l'obiettivo di



esaminare gli effetti dell'acqua Uliveto (acqua erade con proprieta bicarbonato-
alcaline), sulla motilita gastrointestinale in mbhdesperimentali di disfunzione

intestinale di natura funzionale o inflammatoria.

Risultati

Effetti dell’acqua Uliveto sulla motilitd gastrogstinale in presenza di diarrea

Negli animali con diarrea I'indice di gravita deltliarrea e risultato simile dopo
trattamento sia con acqua Uliveto che con acqumwiinerale di controllo (Fig. 2). In
presenza di diarrea si osserva inoltre una ridezisignificativa dello svuotamento
gastrico (Fig. 3A). L’'acqua Uliveto stimola lo swamento gastrico negli animali senza
diarrea (controlli normali) e normalizza lo svuotmo gastrico negli animali con
diarrea. In entrambi i casi, gli effetti dell’'acqUdiveto sullo svuotamento gastrico sono
stati bloccati dal trattamento con il farmaco L-3&@® (bloccante dei recettori della
gastrina) (Fig. 3A).

Negli animali normali I'acqua Uliveto non influeaa transito nell'intestino tenue
(Fig. 3B). L'induzione della diarrea si associa aad incremento significativo del
transito intestinale, e questa risposta funziomae &€ modificata dall’acqua Uliveto
(Fig. 3B). Negli animali normali I'acqua Ulivetoistola il transito nel colon. Inoltre
I'induzione della diarrea si associa ad una stiziolze significativa del transito nel
colon, senza ulteriori modificazioni in seguito @sninistrazione dell’acqua Uliveto

(Fig. 3C).



Effetti dell’acqua Uliveto sulla motilitd gastrogstinale in presenza di costipazione

Negli animali normali I'acqua Uliveto induce unéinslazione dell’escrezione
fecale. Negli animali con costipazione si ossema tiduzione dell’escrezione fecale, e
questa alterazione viene normalizzata dall’acquavetd. L’effetto terapeutico
dell’acqua Uliveto viene bloccato dal trattamentm @losetron (bloccante dei recettori
5HT3 della serotonina) (Fig. 4A). Inoltre, la somistrazione dell’acqua Uliveto
favorisce un incremento del contenuto di acqueerfelti sia negli animali normali che
in quelli con costipazione, e in entrambi i casigjfetti dell’acqua Uliveto sono stati
bloccati dal trattamento con alosetron (Fig. 4B).

Negli animali normali I'acqua Uliveto stimola |lwvigotamento gastrico, e questo
effetto viene bloccato dal trattamento con L-368,Z6ig. 5A). Negli animali con
costipazione si osserva una inibizione dello swunetato gastrico. Questa disfunzione e
normalizzata dal trattamento con acqua Uliveto, effefto stimolante dell’acqua
Uliveto viene bloccato dalla somministrazione d3®5,260 (Fig. 5A).

Negli animali normali I'acqua Uliveto non influiecsul transito nell'intestino
tenue. Negli animali con costipazione si osservaralfentamento significativo del
transito intestinale che viene normalizzato dataraento con acqua Uliveto (Fig. 5B).
Inoltre, I'acqua Uliveto stimola il transito nel loo sia negli animali normali che in
guelli con costipazione, e questi effetti sono baic dalla somministrazione di

alosetron (Fig. 5C).



Valutazione della colite

A distanza di sei giorni dall'applicazione di DNBSIi acido acetico sulla mucosa
colica, il colon distale degli animali trattati catqua oligominerale di controllo é
apparso ispessito e ulcerato con evidenti areaf@dimmmazione transmurale. E’ stata
riscontrata spesso la presenza di adesioni viscerahlvolta I'intestino appariva
dilatato. Allesame istologico la colite € statacontrata sotto forma di infiltrazione
neutrofila con coinvolgimento della mucosa e detitomucosa. | punteggi relativi alla
valutazione macroscopica e microscopica della eolihon sono risultati
significativamente diversi nei gruppi di animahttati con acqua Uliveto o con acqua di

controllo (Tabella 2).

Valutazione della mieloperossidasi nel tessutccooli

Negli animali normali non inflammati i livelli dinieloperossidasi (marcatore di
infiltrazione cellulare da parte di cellule infiamatorie) nel tessuto colico non sono
risultati diversi dopo trattamento con acqua Ulivat confronto all’acqua di controllo
(Tabella 2). L’'induzione di colite con DNBS o acidoetico ha determinato un marcato
incremento dei livelli di mieloperossidasi nel t@sscolico sia negli animali trattati con
acqua Uliveto che con acqua di controllo, senzéemihze significative fra i due

trattamenti (Tabella 2).



Effetti dell’acqua Uliveto sulla motilita gastroggtinale in presenza di colite indotta da

DNBS

L’induzione della colite si associa a un rallen¢ggmo dello svuotamento gastrico.
Questa alterazione funzionale viene normalizzalizadsunzione di acqua Uliveto (Fig.
6A). Analogamente, il transito nell'intestino teneieallentato negli animali con colite e
questo parametro risulta normalizzato in seguitaiamento degli animali con acqua
Uliveto (Fig. 6B). Un effetto simile é stato ossav con I'acqua Uliveto sul transito nel
colon: questo infatti risulta rallentato negli amimcon colite, e viene normalizzato

dopo trattamento con acqua Uliveto (Fig. 6C).

Effetti dell’acqua Uliveto sulla motilita gastroggtinale in presenza di colite indotta da

acido acetico

Negli animali con colite indotta da acido acetisb osserva una inibizione
significativa dello svuotamento gastrico che viear@malizzata dal trattamento con
acqua Uliveto (Fig. 7A). Negli animali con colite tata riscontrata inoltre una
inibizione significativa del transito nell'intesbrntenue e nel colon. Queste alterazioni
funzionali sono state normalizzate dal trattamewoio acqua Uliveto per quanto rigurda

il transito nell’intestino tenue (Fig. 7B e 7C).



Discussione

| disturbi funzionali del tratto gastrointestinagleno caratterizzati da un complesso
di sintomi che si manifestano in assenza di cauggniche evidenti o come
conseguenza di episodi pregressi di infammaziariesiinale (20, 21). Le terapie
farmacologiche attualmente disponibili consentonotténere una remissione parziale
dei sintomi, e alcune evidenze della letteraturdio@esuggeriscono che I'assunzione di
acque minerali caratterizzate da particolari petarichimico-fisiche puo rappresentare
un valido complemento alla terapia medica dei distdigestivi funzionali (8, 9). Sulla
base di queste premesse, abbiamo condotto il geesterdio con I'obiettivo specifico di
esaminare gli effetti dell’acqua Uliveto (acqua erade dotata di proprieta bicarbonato-
alcaline) in modelli sperimentali caratterizzati dalterazioni della maotilita
gastrointestinale o da processi inflammatori accadel colon. | risultati maggiori del
nostro studio indicano che, in presenza di condiziermali, 'acqua Uliveto stimola lo
svuotamento gastrico e il transito nel colon eratptto, che, in presenza di disturbi
digestivi indotti sperimentalmente, I'acqua Ulivetogliora o normalizza le disfunzioni
della motilita gastrointestinale ad essi associatiparticolare, 'acqua Uliveto si &
dimostrata in grado di normalizzare lo svuotamejatsirico negli animali con diarrea, e
di potenziare sia lo svuotamento gastrico cheaihdito nel colon negli animali con
costipazione. Peraltro, quest’ultimo effetto si c@ss a un parallelo aumento
dell'escrezione fecale e del contenuto di acqudenfelci. Negli animali con colite
sperimentale e stata riscontrata la presenza doniessia macroscopiche che
microscopiche, unitamente ad un aumento dei livelli mieloperossidasi, in
corrispondenza del colon infammato. Queste lesioimmmatorie si accompagnano a

una riduzione dell'attivita motoria gastrointestma& in presenza di queste condizioni
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patologiche l'acqua Uliveto ha determinato un ppi@mento dello svuotamento
gastrico e una normalizzazione del transito inedsi.

L’'azione stimolante dell’acqua Uliveto sullo svatento gastrico in condizioni
normali e stata osservata anche in studi precedeh)j mentre la capacita di questa
acqua minerale di normalizzare il rallentamentolodelvuotamento gastrico negli
animali con disturbi digestivi indotti sperimentame rappresenta un’osservazione
originale. Peraltro, i nostri dati sono in accomm i risultati di precedenti studi clinici
che hanno esaminato gli effetti di acque minergiche di calcio e bicarbonato in
pazienti con dispepsia. In particolare, in uno stuinico condotto da Bortolotti et al.
(22) gli effetti di un’acqua minerale bicarbonatalaica sono stati esaminati per mezzo
di una tecnica scintigrafica in un gruppo di patiieson dispepsia idiopatica in
confronto a soggetti normali. In questo studio &csibsservato che I'acqua minerale
bicarbonato-calcica stimola in maniera significativ svuotamento gastrico sia nei
pazienti dispeptici che nei soggetti normali, suggdo che questa acqua minerale puo
svolgere azioni benefiche sui disturbi digestivsasati alla dispepsia funzionale. Uno
studio piu recente ha valutato gli effetti di ungglementazione con acqua minerale ad
elevato contenuto elettrolitico sullo svuotamentstgco in pazienti con dispepsia
funzionale. In questo studio i pazienti sottopadia crenoterapia con I'acqua minerale
hanno mostrato un miglioramento dello svuotamensstrgo, suggerendo che
I'assunzione regolare di acqua minerale potrebberesfficace nel trattamento medico
della dispepsia (23).

Al fine di esaminare i meccanismi tramite cui fiaa Uliveto migliora lo
svuotamento gastrico in condizioni sia normali gyaologiche, abbiamo eseguito

esperimenti in animali trattati con il bloccante cexettori della gastrina L-365,260. In
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questi animali le azioni stimolanti dell’'acqua Wte sullo svuotamento gastrico sono
state abolitei, suggerendo che questi effetti soredliati dalla capacita dell’acqua
Uliveto di stimolare la liberazione di gastrina egdna. Queste osservazioni
concordano con quelle riportate da Bertoni et Hl),(i quali hanno dimostrato che la
somministrazione di acqua Uliveto a ratti normatiuce una stimolazione significativa
dello svuotamento gastrico e che questo effetto pséere inibito dal blocco
farmacologico dei recettori della gastrina. Gliegif stimolanti dell’acqua Uliveto
potrebbero inoltre dipendere dal suo peculiare esarib di ioni calcio, che sono in
grado di stimolare la secrezione di gastrina, lal@stimola a sua volta lo svuotamento
gastrico, come precedentemente ipotizzato da Bestal. (11).

Gli esperimenti condotti per saggiare gli effeltill’acqua Uliveto sulle funzioni
motorie intestinali hanno evidenziato una scarflagnza di questa acqua minerale sul
transito nell’intestino tenue, sia in condizionirmali che in presenza di disturbi
digestivi indotti sperimentalmente, mentre sonoti steservati effetti significativi
dell'acqua Uliveto sulla motilita del colon. In piaolare, negli animali con costipazione
e stata osservata una riduzione significativa slbedcrezione fecale che del contenuto
di acqua nelle feci, ed entrambi questi parametmos stati normalizzati dalla
somministrazione di acqua Uliveto. Inoltre, negtimali con costipazione l'acqua
Uliveto ha stimolato il transito nel colon, suggate che questa acqua minerale puo
svolgere effetti benefici sui disturbi dellevaci@e intestinale associati alla
costipazione. | dati clinici disponibili sostengote nostre osservazioni sperimentali.
Infatti, in uno studio condotto da Gasbarrini et(8) la supplementazione con acqua
minerale nei pazienti con costipazione induce uimactazione significativa del loro

transito intestinale. E’ interessante notare cheeffiétti stimolanti dell’acqua Uliveto
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sull’attivita del colon sono stati bloccati daltteanento degli animali con alosetron, un
bloccante dei recettori 5-HT3 della serotonina,geugndo un coinvolgimento della
serotonina endogena negli effetti intestinali @elfjua Uliveto. Studi precedenti hanno
dimostrato che i riflessi gastrocolici sono attivddlla stimolazione di meccanocettori
localizzati nellantro dello stomaco e di chemoosttpresenti a livello duodenale

(24,25), ed e noto che la serotonina svolge urorpegdominante nella stimolazione di
queste risposte digestive riflesse tramite la dione di recettori 5-HT3 (26). Non

sono attualmente noti i meccanismi che sottendancapacita dell’acqua Uliveto di

stimolare il sistema della serotonina endogenataViat, studi precedenti indicano che
la stimolazione degli osmocettori duodenali dagaditsoluzioni ipertoniche € in grado
di promuovere l'attivazione dei riflessi nervositenmci nel’'uomo (27, 28), e, su tali

basi, € quindi probabile che I'elevata concentnagidi sali minerali presente nell’acqua
Uliveto sia responsabile della stimolazione di guesmocettori e della consequente
attivazione dei riflessi nervosi nel colon. A saste di queste argomentazioni,
Polushina (29) ha dimostrato che la somministrazianratti di acqua minerale con
elevato contenuto di ioni calcio e bicarbonato hetedninato un incremento

significativo dei livelli plasmatici di serotoninadicando un possibile ruolo di questo
mediatore nella stimolazione delle funzioni seredbd motorie del colon.

In conclusione, il nostro studio sperimentale gadche I'acqua Uliveto svolge
effetti benefici sulla motilita gastrointestinat@a in condizioni normali che in presenza
di disfunzioni intestinali. Gli effetti dell'acquélliveto sullo svuotamento gastrico
dipendono dall'attivazione di meccanismi correledn la gastrina, mentre gli effetti
benefici dellacqua Uliveto sulle funzioni del calosembrano dipendere dalla

liberazione di serotonina endogena.

13



Metodi
Animali e disegno sperimentale

Gli esperimenti sono stati condotti su ratti albimaschi di ceppo Wistar (peso
corporeo: 220-250 g). Gli animali sono stati alita¢incon mangime standard e acqua
comune ad libitum per almeno una settimana primHinigo delle procedure
sperimentali. Gli animali sono stati stabulati,qie per gabbia, in camere a temperatura
controllata (22-24°C), ciclo luce-buio di 12 oreumidita del 50-60%. La stabulazione
degli animali € stata eseguita nel rispetto di tmadettato dalla Direttiva della
Comunita Europea 86-609, riconosciuta e adottdt@deaerno Italiano.

All'inizio del periodo di esecuzione degli espeenti, gli animali sono stati
trasferiti in gabbie singole ed é stato loro cotigeil libero accesso all’acqua Uliveto o
ad un’acqua oligominerale di origine commerciale(e di controllo) per un intervallo
di 30 giorni. Le proprieta chimico-fisiche dell'aca Uliveto e dell’acqua oligominerale
di controllo sono riportate nella Tabella 1. Duraiitperiodo di esposizione all’acqua
Uliveto o all’acqua di controllo, sono stati acdaraente monitorati il volume di acqua
assunto dai singoli animali e le variazioni di pesgooreo.

Nel primo gruppo di esperimenti sono stati esathgiaeffetti dell'acqua Uliveto
sulle funzioni motorie gastrointestinali in presarti diarrea o costipazione intestinale.
Nel secondo gruppo di esperimenti sono stati valgtiaeffetti dell’acqua Uliveto sulla
motilitd gastrointestinale in presenza di colite ddatta da acido 2,4-
dinitrobenzenesolfonico (DNBS) o da acido acet®ia. nella prima serie di esperimenti
che nella seconda serie, le funzioni motorie gagwstinali sono state valuate per
mezzo della misurazione dello svuotamento gastdebtransito nell'intestino tenue e

del transito nel colon. Al fine di svolgere le settd procedure sperimentali, gli animali
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sono stati posti in gabbie munite di griglie methk per prevenire gli episodi di
coprofagia e sono stati deprivati di cibo durarge2#t ore precedenti l'inizio delle
valutazioni funzionali. Durante questo intervallgliaanimali € stato consentito
'accesso allacqua fino ad 1 ora prima dell'inizitelle procedure sperimentali. Il
disegno e il decorso temporale dei diversi esperinsmno schematicamente illustrati
in Figura 1.

Allo scopo di esaminare i meccanismi neuro-ormioregponsabili degli effetti
dell’'acqua Uliveto sulla motilita gastrointestinala alcuni sottogruppi di esperimenti
lo svuotamento gastrico, il transito nell’intestitemue e il transito nel colon sono stati
misurati in animali sottoposti alla somministraaodi L-365,260 (bloccante selettivo
dei recettori della gastrina; 5 pmol/kg per viaaperitoneale) o di alosetron (bloccante
selettivo dei recettori 5-HT3 della serotonina, L/kg per via intraperitoneale),

entrambi somministrati 15 minuti prima delle vakitai funzionali.

Induzione della diarrea
La diarrea €& stata provocata tramite somminigirezi di 16,16-dimetil-

prostaglandina E2 (dmPGEZ2, 500 pg/kg per via ieftiggneale), secondo il protocollo
descritto da Aikawa e Karasawa (13). Ciascun ammal stato sottoposto ad
osservazione per 90 minuti dopo la somministrazairdmPGE2. L'escrezione fecale é
stata valuatata per mezzo di un sistema arbiteapanti, in base ai seguenti criteri: O,
feci dure o assenza di emissione di feci; 1, fechali; 2, feci morbide ma formate; 3,
feci non formate; 4, diarrea liquida. Il valore nedei punteggi assegnati ai singoli

animali & stato assunto quale indice di diarreéa fhe del periodo di osservazione di
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90 minuti, gli animali sono stati sottoposti alleopedure per la valutazione dello

svuotamento gastrico, del transito nell'intestinouee e del transito nel colon.

Induzione della costipazione

Lo stato di costipazione intestinale e stato itmleecondo il metodo descritto da
Shomotoyodome et al. (14). In particolare, duragte ultimi cinque giorni di
trattamento con l'acqua Uliveto o con l'acqua dinkollo agli animali e stata
somministrata loperamide per via sottocutanea (igdkg due volte al giorno). Al
termine di questo ciclo di somministrazioni gli @ali sono stati sottoposti alle
procedure per la misurazione dello svuotamentorigatsdel transito nell'intestino
tenue e del transito nel colon. Inoltre, le feca@vate da ciascun animale sono state
raccolte, pesate, essiccate e ripesate al fingndai® il loro contenuto di acqua, che e

stato espresso in percentuale.

Induzione della colite per mezzo di DNBS

La colite e stata indotta secondo il metodo désadia Fornai et al. (15). In breve,
gli animali sono stati anestetizzati con dietileter sottoposti alla somministrazione di
30 mg di DNBS (0,25 ml di etanolo 50%) direttamemétlume del colon per mezzo di
un catetere di polietilene PE-60 introdotto per ra#tale fino alla distanza di 8 cm
dall’'orifizio anale. Gli animali di controllo sonstati trattati con 0,25 ml di soluzione
fisiologica. Dopo 6 giorni dal trattamento con DNBf&riodo durante il quale si ottiene
il completo sviluppo della reazione infammatoriaaaico del tessuto colico, gli animali
sono stati sottoposti alle procedure per la valatez della motilita gastrointestinale e

dell'intensita dell’infiammazione.
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Induzione della colite per mezzo di acido acetico

La colite e stata indotta secondo il metodo d@scda Pacheco Blandino et al.
(16). Gli animali sono stati anestetizzati con ithegre e sottoposti alla
somministrazione di acido acetico al 4% (1 ml/rapd 2,3) direttamente nel lume del
colon per mezzo di un catetere di polietiliene PEAifbdotto per via rettale fino alla
distanza di 8 cm dall’orifizio anale. Dopo 30 sedipta soluzione acida e stata rimossa
e il lume del colon € stato lavato con 1,5 ml dugmne tampone fosfato. Gli animali di
controllo sono stati trattati con 1 ml di soluziofisiologica. Dopo 6 giorni dal
trattamento con DNBS, periodo durante il qualetseoe il completo sviluppo della
reazione infammatoria a carico del tessuto colgibanimali sono stati sottoposti alle
procedure per la valutazione della motilita gastestinale e dellintensita

dell'inflammazione.

Valutazione della colite

La gravita dell'infiammazione intestinale & statdutata sia macroscopicamente
che istologicamente sulla base dei criteri stabdih Wallace e Keenan (17) e
successivamente modificati da Barbara et al. (18yriteri per la valutazione
macroscopica sono i seguenti: presenza di adesageplon e altri organi addominali;
consistenza del materiale fecale (indice indirélitaliarrea); ispessimento della parete
colica; presenza ed estensione di iperemia e @nesacroscopiche della mucosa
(stimate per mezzo di un righello). L’analisi miscopica € stata eseguita per mezzo di
microscopia ottica su sezioni di tessuto colicoorate con ematossilina-eosina. Le

sezioni sono state ottenute da campioni a tuttesgpe di tessuto colico, prelevati in
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prossimita dell’area ulcerata e fissati in formalineutra fredda al 4% diluita con
soluzione tampone fosfato (PBS). | criteri per #hsi istologica sono i seguenti: grado
di alterazione dell'architettura cellulare della cosa; infiltrazione cellulare;

ispessimento della muscolatura esterna; presenzesadissi criptici e deplezione di

cellule mucipare.

Valutazione dello svuotamento gastrico

Lo svuotamento gastrico e stato misurato tramite noetodo, descritto in
precedenza (11), che si basa sulla somministrazibnaa sospensione di rosso fenolo
(0,6 g/l) come pasto liquido non calorico. Tre misdspensione pre-riscaldata a 37°C
sono stati instillati direttamente nel lume gastiqer mezzo di un catetere oro-gastrico
in polietilene. Quindici minuti dopo lo stomaco &ate rapidamente rimosso e il
contenuto presente nel lume e stato raccolto ingtt® graduate. Lo stomaco e stato
quindi lavato con 3 ml di soluzione fisiologicail équido di lavaggio & stato aggiunto
al contenuto luminale inizialmente raccolto. La oemrazione di rosso fenolo nel
materiale cosi raccolto é stata misurata per méiazmo spettrofotometro a 560 nm,
dopo aggiunta di sodio idrossido 0,1 N, ed e statigolata la quantita totale di
colorante raccolto dal lume gastrico. Lo svuotamegdstrico € stato espresso come
volume della soluzione di colorante eliminato dadfmmaco in un intervallo di 15

minuti (ml/15 min).
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Valutazione del transito nell’intestino tenue

La valutazione del transito nell'intestino tenustata eseguita tramite il metodo
precedentemente descritto da Blandizzi et al. If¥)breve, 2 ml di sospensione di
carbone (10% di carbone sospeso in gomma arabid®,8P6) sono stati instillati
direttamente nel lume gastrico per mezzo di untesteoro-gastrico di polietilene.
Dopo 25 minuti, I'intestino tenue € stato rapidateerimosso, evitando stiramenti e
altri stress meccanici. Il transito nell'intestitenue é stato quindi valutato in base al
confronto tra la distanza percorsa dal bolo di caeba partire dallo sfintere pilorico
rispetto alla lunghezza totale dell'intestino ter{ugsurata dallo sfintere pilorico alla

giunzione ileo-cecale).

Valutazione del transito nel colon

Il transito nel colon e stato misurato secondmdtodo descritto da Negri et al.
(19). Al momento dell'esperimento gli animali sostati sottoposti ad una breve
anestesia con dietiletere. Il cavo addominale &o st@indi esposto per mezzo di
laparotomia, 1 ml di soluzione di blu di Evans (s%netocel 1,5%) é stata iniettata nel
lume del colon prossimale e I'incisione é statadamente chiusa per mezzo di punti di
sutura. Due ore piu tardi, il colon é stato rimgssatando stiramenti e altri stress

meccanici. Il transito nel colon é stato misuratone distanza percorsa dal colorante

rispetto alla lunghezza totale del colon, misudaticieco all’orifizio anale.
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Determinazione della mieloperossidasi nel tessotca

I livelli di mieloperossidasi nei campioni di te$s colico sono stati misurati
secondo il metodo descritto da Pacheco Blandirad. €L6), e sono stati assunti come
indice quantitativo per stimare il grado di infdzione delle cellule polimorfonucleate
nel colon. In breve, i campioni di tessuto coli@@ mg) sono stati omogenizzati tre
volte (30 secondi ciascuna) a 4°C in 1 ml di tangpdosfato 50 mM (pH 6.0),
contenente 0,5% di esadeciltrimetiiammonio brompey bloccare I'attivita della
pseudoperossidasi e per solubilizzare la quotai@loperossidasi legata alle membrane.
L’'omogenato é stato sonicato per 10 secondi, sstopa tre cicli di congelamento e
scongelamento e centrifugato per 20 minuti a 180D sovranatante e stato quindi
raccolto e utilizzato per la determinazione deli@laoperossidasi per mezzo di un kit
per dosaggio immunoenzimatico (Bioxytech, Oxis rnméional Inc., Portland, OR,
USA). | risultati sono stati espressi come ng deloperossidasi per 100 mg di tessuto

fresco.

Farmaci e reagenti

Loperamide cloridrato, 16,16-dimetilprostaglandinaE2, acido 2,4-
dinitrobenzenesolfonico, esadeciltrimetilammoniorburo (Sigma Chemicals, Co., St
Louis, MO, U.S.A)). Alosetron, L-365,260 (gentilmenforniti da Merck Research

Laboratories, Rahway, NJ, U.S.A.).
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Analisi statistica

| risultati sono espressi come mediaerrore standard della media (ESM). La
significativita delle differenze tra le medie etataalutata per mezzo di analisi della
varianza (ANOVA) a una via seguita dal test di tteNewman-Keuls. Sono stati
considerati significativi valori dP inferiori a 0,05. i’ indica il numero di animali

impiegati in ciascun gruppo di trattamento.
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Tabella 1. Proprieta chimico-fisiche dellacqua UNeto e dell’acqua

oligominerale di controllo utilizzate nel presentestudio

Acqua Uliveto

Acqua di controllo

Li*

Na'

Mg**
cat

SPY

cr
HCOs
NOs
ek
Sio,
CO,

pH (20°C)

Residuo secco (180°C)

0.2mgt
113.7 mgt
11.6 mg T
29.8mgt
202.2mgt
0.7mgt
1.4mgt
121.4 mgt
683.2mgt
5.9 mg1*
151 mgt*
7mg*
820 mg T

6.0

986 mg'ml

0.1mgt
46mgt
0.46 mgt
3.7mgt
57 mgI*
0.19mgt
0.14mgt
7.7mgt
180 mg t*
1.2mgt
85mgt
3.7mgt
130 mg t*

7.79

176 mg mt*
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Tabella 2. Effetti del’acqua Uliveto o dell’acquaoligominerale di controllo sulla

colite
Acqua | Acqua Acqua Acqua Acqua Acqua
controllo | Uliveto | controllo Uliveto controllo Uliveto
+ + + +
colite da colite da | colite da | colite da
DNBS DNBS acido acido
acetico acetico
Danno 1,56+0,27| 1,41+0,3211,08+1,06*| 10,76+1,06% | 4,47+1,3* | 4,21+1,45*

macroscopico

Danno
_ , 1,19+0,31| 1,09+0,46 6,88+1,74* | 7,21+1,49% | 4,11+1,23*| 4,78+1,24*%
MICroscopico

Mieloperossidasi

3,75x1,4 | 3,21+1,7 16,9+3,9* 18,4+472*%| 15142 9* | 16,3+4,4*
(ng/100 mg)

Ciascun valore rappresenta la mediaettore standardottenuta da 8-10 animali.
Differenza significativa in confronto agli animafrattati con acqua di controllo:
*P<0,005; differenza significativa in confronto &lori ottenuti negli animali trattati
con acqua Ulivetd*P<0,05.
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