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Introduzione

Nel corso degli ultimi anni si ¢ assistito in Italia al progressivo incremento dei cosiddetti “smart-shops”, negozi presenti in diver-
se nazioni europee da una quindicina d’anni e specializzati nella vendita di particolari prodotti erboristici diversi per origine o
formulazione, chiamati genericamente “smart drugs”.

Con il termine smart-drugs, il cui nome significa letteralmente “droghe furbe”, si intendono tutta una serie di composti sia di
origine naturale (vegetale) che sintetica che contengono vitamine, principi attivi di estratti vegetali, tra cui i piu diffusi sono
I’efedrina, la caffeina, la taurina ma anche sostanze con caratteristiche allucinogene. Le smart-drugs promettono di aumentare
le potenzialita cerebrali, la capacita di apprendimento e memoria nonché di migliorare le “performance” fisiche di chi le assu-
me ed anche di fornire effetti psichedelici di “visioni sensoriali ed allucinogene” particolari, percezioni, sensazioni, emozioni e
processi mentali in genere. Attualmente esiste una grande confusione legata alla terminologia delle smart-drugs: si parla infat-
ti contestualmente di droghe vegetali, droghe etniche, droghe etnobotaniche, droghe naturali, biodroghe, etc. Per taluni il termi-
ne smart-drugs indica tutta una serie di bevande energetiche o pastiglie stimolanti (che tentano di simulare 1’effetto dell’ecsta-
sy) che assicurano effetti eccitanti pur rimanendo nella legalita (caffeina, ginseng, etc.): vengono proposte e consumate soprat-
tutto in ambienti giovanili (discoteche, rave party ecc.). Per altri le smart-drugs si confondono molto piu con le droghe naturali
o droghe etniche, confinando il loro consumo ad ambienti piu alternativi rispetto alla discoteca. In realta, sembrerebbe che
I’espressione prenda origine dal fatto che le smart drugs sono le “droghe furbe” perché non perseguite o perseguibili dalla legge,
in quanto non presenti come tali o come principi attivi in esse contenuti nelle Tabelle legislative delle corrispondenti leggi che
proibiscono 1’uso di sostanze stupefacenti e psicotrope.

Gli smart-shops, che in Italia sono gia circa un centinaio, vendono non solo prodotti di origine naturale e sintetica (capsule con-
tenenti aminoacidi, neurotrasmissori tipo GABA, ecc.) con marchio CE, ma vendono anche prodotti destinati alla coltivazione
di piante (soprattutto funghi e canapa) e prodotti accessori destinati ad ottimizzare ’effetto derivato dall’assunzione di sostan-
ze fumabili (cartine, filtri, pipe, bong, vaporizzatori). I frequentatori degli smart-shops appartengono a varie categorie sociali:
studenti, che ricercano in questi negozi stimolanti cerebrali dal basso profilo tossicologico per la preparazione degli esami, adul-
ti 40-60enni, soprattutto maschi, che ricercano alcune smart-drugs dalle proprieta simil-viagra, e poi i giovani che usano le smart
drugs per i loro presunti effetti psichedelici, o semplicemente per curiosita. Gli smart shops propongono lo “sballo” con prodot-
ti “naturali”, erboristici, dunque “innocui” rispetto alle droghe pit comunemente utilizzate per “tirarsi su”.

Ma cio che ¢ naturale, non sempre ¢ innocuo. Dire che una droga ¢ buona perché ¢ “bio” ¢ un’ingannevole forma di marketing.
La gente compra senza pensare che anche sostanze quali morfina e cocaina hanno origini vegetali. La natura ci mette di fronte
ad una serie pressoché inesauribile di nuove molecole, di cui spesso gli studiosi della materia sanno poco o nulla, lasciando a
chi le commercia un buon margine di tempo prima che vengano effettuate ricerche mediche che possano farle dichiarare ille-
gali. Si tratta di un rincorrersi tra medici e legislatori da una parte e chi propone le nuove droghe dall’altra, muovendosi di con-
tinuo sulla frontiera tra legale ed illegale in un campo difficilissimo da controllare. Spesso le varie “erbe” vengono vendute come
“profumatori ambientali” o come “semi da collezione” ma gli “psiconauti” (come amano definirsi i consumatori di questi pro-
dotti) sanno bene che queste erbe si fumano o si masticano. E storia recente quella della Salvia Divinorum, una pianta regolar-
mente e legalmente venduta negli smart shops (come profumatore ambientale) il cui incremento nell’uso tra i frequentatori di
tali negozi ha destato la preoccupazione delle autorita competenti, le quali, dopo ricerche approfondite sugli effetti psicoattivi
ed allucinogeni della pianta, hanno deciso di metterla al bando ed inserire il suo principio attivo, la Salvinorina A, nella tabel-
la I dell’elenco delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui al DPR 309/90.

E poi ci sono i cocktail, i mix di diverse sostanze create dagli stessi gestori degli smart-shop: mentre infatti in Italia € in corso
una riforma legislativa - in senso fortemente restrittivo - del settore erboristico, i titolari degli smart shops iniziano ad ideare, in
piena legalita, sulla base di conoscenze del tutto empiriche e con I’aiuto di laboratori specializzati, mix di loro concezione. E
gli ingredienti di questi ultimi hanno o possono indurre, ancor piu per via di un effetto sinergico, influssi pronunciati sullo stato
psicofisico.

E ancora, il problema della reperibilita di nuove sostanze via Internet. Basta navigare in rete per vedere che esiste un vero e pro-
prio universo parallelo in cui i cibernauti si scambiano informazioni sulle varie sostanze, erbe, semi, su come e dove reperirli,



sulle modalita di preparazione degli stessi (quali i dosaggi, i modi di assunzione etc.). CE-commerce permette inoltre di repe-
rire una vasta gamma di prodotti: non solo smart drugs di origine vegetale a prezzi concorrenziali rispetto a quelli degli smart-
shops, ma anche prodotti di sintesi quali le feniletilamine, le benzilpiperazine o i derivati della triptamina (2,5-dimetossi-4-
metil-fenetilamina (2C-D), 4-bromo-2,5-dimetossi-B-fenetilamina (2C-B), 1-(8-bromo-2,3,6,7-tetraidrobenzo[1,2-b:4,5-b']
difuran-4-il)-2-aminoetano (2C-B-Fly), 4-etiltio-2,5-dimetossi-B-fenetilamina (2C-T-2), 4-iodo-2,5-dimetossi-B-fenetilamina
(2C-1), and 4-etil-2,5-dimetossi-B-fenetilamina (2C-E), 1-(m-clorofenil)piperazina (M-CPP), 4-idrossi-N,N-diisopropiltripta-
mina (4-OH-DIPT) and 4-acetossi-N,N-disopropiltriptamina (4-Acetossi-DIPT)). In Italia, molte di queste molecole sono gia
presenti nella tabella 1 dell’elenco delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui al DPR 309/90, ma talune (es. 2CB-fly, 2 C-
D, 2 C-E, M-CPP) non lo sono ancora e quindi al momento perfettamente legali. La stessa cosa accade in molti stati Europei
(Francia, Germania, Olanda, ecc.). Inoltre nell’e-commerce il cliente sente piu tutelata la propria privacy ed ¢ portato ad acqui-
stare nella segretezza: egli tuttavia puo non essere correttamente informato dai gestori di questi siti circa i margini di legalita da
rispettare.

11 fatturato totale delle “smart-drugs” ammonta ormai, secondo gli esperti, al miliardo di dollari I’anno. Il problema ¢ che, nel
caso delle “smart drugs” di natura vegetale, la letteratura scientifica ¢ molto parca a riguardo: ci sono enormi difficolta a repe-
rire informazioni (principi attivi presenti, tossicita, farmacocinetica, farmacodinamica ecc.) sui principi attivi di cui sono costi-
tuite molte delle erbe vendute negli smart shops. Spesso, ci si trova di fronte a principi attivi di cui non si conosce poi molto,
soprattutto per quel che riguarda gli effetti sull’'uomo. In passato, intorno agli anni ‘60 ¢’¢ stato un certo interesse da parte degli
studiosi nei confronti di molte piante e funghi allora utilizzati dai giovani “rivoluzionari”. Era I’epoca delle grandi contestazio-
ni, degli hippy, delle nuove droghe emergenti: LSD, mescalina, psilocibina.

La letteratura di oggi sull’argomento si rifa soprattutto alla letteratura di quegli anni. Anzi, le fonti pit importanti circa la natu-
ra di questi principi attivi viene proprio da ricerche portate avanti negli anni ‘60. Sebbene molte “smart drugs” dalle incerte pro-
prieta psicoattive vengono oggi commercializzate sottoforma di semi da collezione, profumatori ambientali, incensi, il dubbio
che il loro reale utilizzo sia diverso da quello promosso in etichetta appare legittimo. In molti casi, ad esempio, il quantitativo
in peso dei semi da collezione ¢ tale da assicurare una dose efficace di sostanza psicoattiva. Il rivenditore si mette al riparo da
qualunque contestazione in virtu del fatto che sulla confezione di suddetti semi ¢ apposta un’apposita etichetta dove viene scon-
sigliato un utilizzo diverso da quello per il quale vengono commercializzati.

Il messaggio che si vuole trasmettere mediante I’informazione contenuta in questa pubblicazione deve essere chiaro. Non si
vuole agire come censori e vietare 1’uso di qualunque prodotto erboristico dotato di una qualsivoglia attivita farmacologica. Si
arriverebbe al paradosso di vietare anche I’uso di erbe comunemente reperibili nei nostri giardini, tenuto conto del fatto che ogni
pianta possiede in linea di principio un composto che pud essere ritenuto in qualche modo farmacologicamente attivo.
Lobiettivo deve essere un altro, e cio¢ rendere consapevoli gli individui che non esiste il concetto di prodotto sicuro perché natu-
rale. E ancora, deve essere chiaro che se da una parte le medicine tradizionali affondano le loro origini nell’insieme delle cono-
scenze e delle pratiche basate su osservazioni ed esperienze trasmesse di generazione in generazione per la prevenzione e cura
di disturbi fisici, dall’altra ci troviamo di fronte a consumatori moderni che utilizzano gli stessi principi attivi delle medicine
tradizionali per scopi “voluttuari”. Utilizzare una “pasticca” a base di ma huang, efedra (principio attivo: efedrina), ad esempio,
per migliorare le proprie prestazioni atletiche, o per passare una notte in allegria in discoteca, nulla ha a che vedere con I'uso
dell’Efedra raccomandato dalla medicina tradizionale cinese. Fumare foglie essiccate di Salvia divinorum alla ricerca dello
“sballo”, nulla ha a che vedere con I'utilizzo delle erbe allucinogene nella tradizione sciamanica sudamericana.

Il presente lavoro non si pone 1’obiettivo di catalogare ed ordinare tutti i prodotti “vegetali” reperibili negli smart-shops. Si pone
I’obiettivo di focalizzare 1’attenzione dei lettori su quelli che, ad oggi, sulla base dei dati forniti dalla letteratura internazionale,
sembrano essere i prodotti contenenti molecole dotate di una qualche attivita psicoattiva (stimolanti, allucinogeni etc.) o il cui
consumo possa dimostrarsi in qualche modo dannoso per la salute. Il principio guida infatti di chi si occupa di salute pubblica,
¢ proprio quello di tentare di salvaguardare la salute degli individui non solo attraverso I’ausilio del legislatore, ma anche attra-
verso la promozione diretta di campagne di educazione/sensibilizzazione che forniscano all’utente le informazioni necessarie a
difendere la propria salute. Va da sé che il compito di chi si occupa di salute pubblica debba anche essere quello di sensibiliz-
zare/aggiornare il legislatore su tematiche emergenti o su apparenti contraddizioni che si vengono a creare nell’applicazione

delle leggi in vigore nello Stato. Nel caso specifico delle smart drugs € possibile affermare che, se da una parte esiste una legge



che proibisce la detenzione e lo spaccio di determinate sostanze poiché considerate stupefacenti, dall’altra ci si trova di fronte
alla possibilita di acquistare e detenere prodotti vegetali contenenti quei medesimi principi attivi poiché quelle piante (o parti di
esse) non sono al momento incluse nella suddetta lista delle sostanze stupefacenti o psicotrope.

Modelli di classificazione dei prodotti “smart”
Una classificazione dei prodotti “smart” oggi in circolazione ¢ difficoltosa: alcuni autori le suddividono per modalita di consu-
mo, altri per classi chimico-fisiche, o per scopi d’uso (curiosita, miglioramento delle prestazioni, ricerca di effetti psicoattivi,

“uso universitario”).

Classificazione dei prodotti smart per modalita di consumo

I prodotti commercializzati negli smart shop si suddividono fondamentalmente in funzione del fatto di essere pronti o meno
all’uso. Tra i primi troviamo una gamma pressoché infinita di pillole, gocce, bevande (alcoliche od energetiche), “canne” pre-
parate con erbe aromatiche, “snuffs” vegetali etc. Tra i secondi, troviamo preparati quali decotti o infusi. E cio per quel che
riguarda i prodotti di consumo. Poi c’¢ la serie di profumatori ambientali, incensi e semi da collezione, per i quali non ¢ teori-
camente previsto un uso sistemico. Da segnalare la presenza di tali prodotti oltre che “al naturale”, in misture composte piu con-
centrate (riconoscibili attraverso la dicitura 10X o 15X): queste misture possono rivelarsi pit dannose proprio in virtu del fatto
che il principio attivo ¢ stato estratto e riapplicato facendo si che venga concentrato rispetto al prodotto “naturale”. Diverse sono
le modalita di assunzione di questi prodotti. Alcuni vengono consumati con il supporto di alcuni strumenti quali pipe ad acqua

(bong), vaporizzatori, etc.

Classificazione dei prodotti smart per classi chimico-fisiche

La maggior parte delle smart drugs sono vegetali e sono sostanze stimolanti. Possono genericamente essere suddivise in:
* Prodotti caffeinici

¢ Prodotti efedrinici

* Afrodisiaci (Damiana etc.)

* Eco-drugs (Semini hawaiani o messicani, khanna, assenzio)

Organizzazione della pubblicazione

La presente pubblicazione ¢ stato organizzata in modo da suddividere le varie piante in altrettante “schede”. In ciascuna sche-
da vengono fornite in primo luogo le caratteristiche tassonomiche della specie vegetale in questione, il/i principio/i attivo/i che
la caratterizza, dove ¢ possibile reperirla allo stato naturale, a livello di quale porzione della pianta si concentra il principio atti-
vo. Vengono inoltre fornite notizie essenziali sulle caratteristiche chimico-fisiche dei principi attivi, I’uso storico/tradizionale
della pianta e quello invece attuale. Si passa successivamente a fornire informazioni rispetto a quella che ¢ la legislazione in
materia del singolo principio attivo. Vengono fornite infine notizie di carattere farmaco-tossicologico sui principi attivi presen-
ti nella specie vegetale in esame. In ciascuna scheda ¢ altresi possibile ottenere informazioni sulla procedura operativa da segui-
re qualora si voglia effettuare in laboratorio la determinazione di un dato principio attivo (determinazione quali-quantitativa).
Nelle schede sono state incluse tutte quelle specie vegetali che risultano possedere, dai dati della letteratura internazionale,
molecole con proprieta psicoattive e che vengono tuttavia frequentemente distribuite negli smart shop o vendute attraverso 1’e-
commerce su Internet.

Con la premessa che questo lavoro non vuole avere la presunzione di trattare in maniera esaustiva una tematica in continua evo-
luzione come quella relativa al problema delle smart drugs, si ¢ cercato di fornire una base su cui costruire nel tempo 1’appro-
fondimento di ciascuna tematica, man mano che le indicazioni degli operatori del settore forniranno maggiori dettagli scienti-

fici relativi alla sicurezza e non pericolosita dei composti in esame.






Abbreviazioni e sigle

CAS: Chemical Abstract Service, una divisione della American Chemical Society, che assegna un identificativo numerico che
individua in maniera univoca ogni sostanza chimica descritta in letteratura.

DES50: quantita di principio attivo efficace sul 50% della popolazione sottoposta a esperimento.

DL50: quantita di principio attivo che uccide il 50% della popolazione sottoposta a esperimento.

LDLo: quantita minima di principio attivo letale per la popolazione sottoposta a esperimento.

TDLo: quantita minima di principio attivo tossica per la popolazione sottoposta a esperimento.

UVmax: lunghezza d’onda corrispondente al massimo di un picco di assorbimento di luce da parte di un composto chimico.






Amanita muscaria

(Ovolo malefico)

Nome: Amanita muscaria

Famiglia: Amanitaceae

Genere: Amanita

Specie: Amanita muscaria L. (Hooker)

Sinonimi: Agaricus pseudoaurianticus Buillard; Ovolo malefico; Segnabrise

Provenienza: Ubiquitario: cresce in autunno nei boschi di conifere e di latifoglie

Principio attivo: muscimolo, acido ibotenico, muscazone (18% di alcaloidi totali, 2,5% di acido ibo-

tenico). Muscarina in minima quantita ")

L Amanita muscaria ¢ una specie velenosa di fungo. Il suo nome puo erroneamente ricondurre ad una tossina, la muscarina, che
in realta ¢ contenuta nel fungo solo in minima quantita. Storicamente, tuttavia, vale la pena ricordare come la muscarina sia stata
estratta per la prima volta proprio da questo fungo. Viceversa, i pricipi biologicamente attivi contenuti in quantita totale circa
del 20% nella Amanita muscaria sono derivati dell’isoxazolo: I’acido ibotenico, il muscimolo ed il muscazone®. Queste mole-
cole sono psicoattive, essendo in grado di indurre uno stato di intossicazione simile a quello prodotto dall’alcool etilico con
fenomeni di eccitazione, sedazione, allucinazioni ¢ movimenti spasmodici. Secondo alcuni dati della letteratura sembrerebbe
che 100 gr di fungo essiccato contengano 180 mg di una miscela di principi attivi (acido ibotenico, muscimolo e muscazone),
di cui solo 25 mg sono costituiti da acido ibotenico @. Probabilmente il fungo nel suo insieme contiene delle tossine ancora sco-
nosciute poiché né I’estratto puro di acido ibotenico, né I’estratto di muscimolo sono in grado di produrre nausea e vomito, feno-

meni frequentemente osservati dopo 1’ingestione di Amanita muscaria®.

Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

Nome: Acido ibotenico.

Formula Molecolare: C;H,N,O, (peso molecolare=158,1).
Nome sistematico: acido alfa-amino-2,3-diidro-3-ox0-5
Isoxazolacetico.

Numero di registro CAS: 2552-55-8.

Punto di fusione: 151-152°C (anidro); 144-146° (monoidrato).
UVmax: 230nm

Solubilita: solubile in acqua, alcol metilico e dimetilsolfossido.

Nome: Muscimolo.

Formula Molecolare: C;H,N,O, (peso molecolare = 114,1).
Nome sistematico: 5-(aminometil)- 3-Isoxazololo.
Numero di registro CAS: 2763-96-4.

Punto di fusione: 175°C;

UVmax: 230nm.

Solubilita: solubile in acqua.




Nome: Muscazone.
Formula Molecolare: C;H,N,O, (peso molecolare = 158,1).

Bl
o ,J. . Nome sistematico: 5- acido acetico-alfa-amino-2,3-diidro-2-oxoossazolo.
e B Numero di registro CAS: 2255-39-2.

\ | H H . o

b |T Punto di fusione: 175°C.

H U UVmax: (pH 2-7) = 212 nm. (pH 12) =220 nm.
Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di
questo composto.

Uso storico

Dalla letteratura risulta che alcune popolazioni artiche e della Siberia Occidentale (popolo Khanty, Chukchi, Koryak ed altri),
abbiano tradizionalmente fatto uso di Amanita muscaria sia in ambito religioso che per migliorare le prestazioni psicofisiche
degli individui. Sembra che i guerrieri vichinghi consumassero il fungo prima delle battaglie per ottenere uno stato di “frene-
sia” dovuto al muscimolo. Alcuni popoli artici hanno riservato 1’uso del fungo ad individui che avessero particolari legami con
la religione, altri popoli invece non ne hanno confinato I’uso a particolari classi sociali. L Amanita muscaria ¢ stata utilizzata in
ambito magico-religioso per avere contatti con il regno dei morti, per comunicare con gli spiriti, per curare malattie, per inter-
pretare i sogni, vedere nel passato, prevedere il futuro, visitare nuovi mondi. Secondo alcuni studiosi risulta addirittura che, in
alcune popolazioni, il fungo sia stato considerato alla stregua di un essere soprannaturale. Cuso di Amanita muscaria per miglio-
rare le performance psicofisiche ¢ stato riservato ai momenti di duro lavoro o ai momenti di intenso esercizio fisico (durante la
caccia, la corsa etc.). Il fungo ¢ stato anche utilizzato in particolari situazioni di vita sociale e di gruppo all’interno delle diver-
se comunita. In questi contesti sono state ricercate la sensazione di felicita, allegria, prontezza di spirito, stato euforico, le pia-
cevoli allucinazioni visive e uditive che derivano dall’assunzione del fungo. I’ Amanita muscaria viene consumata cruda, cotta,

essiccata o sottoforma di estratto o decotto®.

Uso attuale

Alcune popolazioni artiche continuano ad utilizzare ancora oggi il fungo nei loro cerimoniali. Al di la pero del consumo “tra-
dizionale” o “storico” del fungo, oggi molti individui culturalmente lontani da queste popolazioni, consumano 1’Amanita
muscaria alla ricerca delle allucinazioni (euforia, effetti psichedelici) prodotte dall’ingestione del corpo fruttifero del fungo
stesso. Il fungo secco viene infatti venduto attraverso siti web e smart shops, che promettono effetti di allucinazioni visuali
ed auditive.

Legislazione

In Italia né I’acido ibotenico, n¢ il muscimolo ed il muscazone n¢ 1’intero fungo o parti di esso sono inseriti nella tabella I di
cui all’art.14 del DPR n. 309/90. In molti paesi europei (Svezia, Norvegia, Olanda, Finlandia, Danimarca, Inghilterra) I’Amanita
muscaria puo essere legalmente comprata, venduta e posseduta. In Canada il fungo non risulta sottoposto a controllo. Negli Stati
Uniti, in particolare nello stato della Louisiana, 1’utilizzo della Amanita muscaria non ¢ legale se riferito all’'uvomo, mentre la
legge permette il possesso e la coltivazione per scopi rigorosamente estetici, paesaggistici e decorativi.

Proprieta farmaco-tossicologiche

L’ Amanita muscaria viene utilizzata a scopo voluttuario per le sue proprieta allucinogene. Il fungo viene solitamente mangiato
fresco o dopo parziale essiccamento. Entro 30 minuti - 1 ora dall’ingestione della droga si manifesta uno stato di eccitazione
simile a quello indotto da dosi eccessive di alcool, cui seguono sonnolenza, contrazioni muscolari, bradicardia, delirio e perdi-
ta di coscienza. Le allucinazioni prodotte dal fungo sono sia di tipo uditivo che visivo®.

Responsabili degli effetti psicotropi dell’Amanita muscaria sono 1’acido ibotenico e il muscimolo, quest’ultimo derivato dalla
decarbossilazione dell’acido ibotenico che si verifica in seguito ad essiccamento del fungo . Entrambi i composti esercitano



effetti neurotossici, dopo avere attraversato la barriera emato-encefalica probabilmente tramite 1’ausilio di un trasportatore 7.
In particolare ¢ stato osservato che 1’acido ibotenico, strutturalmente correlato all’acido glutammico, causa eccitazione, mentre
il muscimolo essendo piu simile al GABA, esercita un effetto depressivo . Leffetto allucinogeno del muscimolo ¢ circa 5 volte
superiore rispetto a quello dell’acido ibotenico.

Circa un terzo del muscimolo viene escreto immodificato con le urine. Cio potrebbe spiegare perché in alcuni riti sciamanici si
usa bere le urine di chi ha consumato il fungo al fine di propiziare le visioni divinatorie **.

Gli effetti del muscazone, sono simili a quelli esercitati dall’acido ibotenico e dal muscimolo, rispetto ai quali tale composto ¢
comunque meno attivo '?.

La muscarina esercita un potente effetto colinergico ma non ¢ responsabile degli effetti psicotropi. In ogni caso il contenuto di

tale composto nel fungo ¢ molto basso e non puo essere ritenuto responsabile dei sintomi associati all’intossicazione .

Tossicita

Nel ratto, la somministrazione intraperitoneale di un estratto acquoso di Amanita muscaria, induce alterazioni a carico di alcu-
ni parametri emato-chimici. In particolare si osserva ridotta attivita dell’acetilcolinesterasi, riduzione dei livelli epatici di glico-
geno con conseguente incremento della glicemia e riduzione dell’azotemia. Non viene invece modificata I’attivita delle transa-
minasi seriche e non sono compromessi organi vitali quali fegato e reni. Nel giro di 6 ore i valori modificati dalla ingestione
del fungo tendono a normalizzarsi .

Nel topo e nel ratto la somministrazione intraperitoneale di acido ibotenico e muscimolo produce un incremento dei livelli cere-
brali di serotonina e dopamina come conseguenza di un ridotto turnover di tali neurotrasmettitori “*'». Tale incremento sembra
essere responsabile di alcuni degli effetti centrali indotti dal fungo (per es. I’effetto anoressizzante e la midriasi).

Nell’uomo si ritiene che la dose tossica di muscimolo corrisponda a 6 mg, mentre quella di acido ibotenico a 30-60 mg.

Dati relativi alla tossicita acuta dell’Acido ibotenico ™

Nel topo: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 15 mg/kg.
Nel topo: DL50 dopo somministrazione orale: 38 mg/kg.
Nel ratto: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 42 mg/kg.

Nel ratto: DL50 dopo somministrazione orale: 129 mg/kg.

Dati relativi alla tossicita acuta del Muscimolo ™

Nel topo: DL50 dopo somministrazione sottocutanea: 3,8 mg/kg.
Nel topo: DL50 dopo somministrazione intraperitoneale: 2,5 mg/kg.
Nel ratto: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 4,5 mg/kg.

Nel ratto: DL50 dopo somministrazione orale: 45 mg/kg.

Effetti avversi

L’Amanita muscaria, come altre specie di Amanita, pur non contenendo alcaloidi a nucleo tropanico, puo indurre un avvelena-
mento definito “sindrome micoatropinica” caratterizzata da sintomi simili a quelli indotti da piante atropiniche quali Atropa bel-
ladonna, Datura stramonium e Hyosciamus niger. Le prime manifestazioni dell’avvelenamento comprendono vertigini, diffi-
colta nel mantenere I’equilibrio e nel coordinare i movimenti e sonnolenza. Segue una fase di eccitamento psicomotorio accom-
pagnato da euforia e ansia. In questa fase si manifestano anche le allucinazioni®. Le fasi di eccitazione e di sonnolenza posso-
no alternarsi piu volte. Si ha inoltre secchezza cutanea e delle mucose, tachicardia, riduzione della motilita intestinale, iperter-
mia, spasmo dello sfintere vescicale, arrossamento del volto e midriasi. Spesso possono comparire anche disturbi gastrointesti-
nali quali nausea, vomito e diarrea.

Negli avvelenamenti gravi possono manifestarsi tremori o convulsioni tonico-cloniche con perdita della coscienza, perdita dei

riflessi e coma. Lexitus, raro alle dosi allucinogene, puod avvenire in seguito all’ingestione di oltre 10 funghi. Sporadicamente



possono verificarsi sudorazione e ipersalivazione. Infine si pud manifestare amnesia retrograda .

11 trattamento della sindrome ¢ sintomatico e prevede 1’induzione del vomito, allo scopo di allontanare le sostanze tossiche
dal tratto gastrointestinale prima che vengano assorbite, la lavanda gastrica e la somministrazione di carbone attivato "°.
Eventualmente possono essere utilizzate benzodiazepine e/o atropina per contrastare, rispettivamente, lo stato di agitazione
e il delirio"”.

Le intossicazioni nell’adulto sono raramente di grave entita, tuttavia puo accadere che in preda allo stato di agitazione mania-
cale I’assuntore possa nuocere a se stesso o agli altri. Nei bambini, complesse manifestazioni di tipo neurologico (per es. con-
vulsioni e coma) possono perdurare fino a 12 ore dopo I’ingestione del fungo. Generalmente non ¢ necessario adottare alcuna

terapia, a parte alcuni casi nei quali si richiede terapia anticonvulsivante ed assistenza respiratoria“®.

Interazioni farmacologiche

Non sono riportate possibili interazioni farmacologiche.

Effetti in gravidanza

Non esistono dati sull’uso in gravidanza o durante 1’allattamento.

DETERMINAZIONI ANALITICHE

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DEL MUSCIMOLO E DELL’ACIDO IBOTENICO
NELL’Amanita muscaria. (tratto da GENNARO MC, GIACOSA D, GIOANNINI E, ANGELINO S. Hallucinogenic
species in Amanita muscaria. Determination of muscimol and ibotenic acid by ion-interaction HPLC. J.Liq.Chrom. &
Rel.Technol. 1997; 20: 413-424).

Lanalisi viene eseguita su funghi di Amanita muscaria (testa ¢ gambo) mediante un cromatografo liquido con rivelatore ad
assorbimento di luce ultravioletta.

Estrazione del campione
I funghi vengono puliti e la testa e il gambo polverizzati separatamente, in un mortaio. Dopo sonicazione per 15 minuti, il succo

viene separato dalla polpa. Per migliorare il recupero, la polpa ¢ lavata per due volte con acqua ultrapura. Il succo viene dilui-
to 1/1300 (v/v) in acqua ultrapura e filtrato attraverso una membrana.di 0,22 pum in nylon prima dell’analisi in cromatografia

liquida accoppiata ad un rivelatore ad assorbimento di luce ultravioletta.

Condizioni analitiche

Colonna cromatografica: Spherisorb S5 ODS-2 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Pre-colonna: Lichrospher RP-18,5 um

Fase mobile: 5 mM octilammonio ortofosfato soluzione acquosa pH 6,4
Flusso: 1 ml/min

Rivelatore: spettrofotometro ad assorbimento di luce ultravioletta (230 nm, 254 nm)

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate

Muscimolo: 5 minuti

Acido ibotenico: 8 minuti
Standard

Gli standard di muscimolo e acido ibotenico utilizzati nelle analisi dei campioni sono reperibili presso la ditta Sigma-Aldrich
(Milano, Italia).



CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard degli analiti (1 mg/ml) vengono preparate in alcol metilico e conservate a —20°C. Le soluzioni standard
di lavoro e di calibrazione (range di concentrazioni: 0,05- 1 pg/ml per I’acido ibotenico e 0,1- 3 pg/ml per il muscimolo) sono
preparate giornalmente diluendo opportunamente le soluzioni madri.

Lanalisi quantitativa si effettua comparando la risposta cromatografica dei campioni, sia in termini di area che di altezza, con

I’area e I’altezza del picco di standard di riferimento.

RISULTATI

Lanalisi dei funghi con la metodologia riportata in letteratura ha evidenziato, nei funghi analizzati la presenza dei due alcaloi-
di in concentrazione maggiore nella testa rispetto al gambo. la concentrazione media del muscimolo ¢ pari a 0,38 + 0,03 g/Kg
nella testa e 0,08 + 0,01 g/Kg nel gambo; la concentrazione media dell’acido ibotenico ¢ pari a 0,99 + 0,01 g/Kg nella testa e
0,23 £ 0,03 g/Kg nel gambo.
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Areca catechu

(Areca-nut)

Genere: Areca L.

Nome: Areca catechu Linn

Famiglia: Arecaceae (Palmae)

Specie: Areca catechu Linn

Sinonimi: noce di betel, areca, betel palm, pinang, bing lang, areca-nut, betel nut

Provenienza: Originaria di Ceylon (Sri Lanka), Malesia, viene tuttavia coltivata in tutto il Sud-est
asiatico, in India ed in alcune regioni dell’ Africa centro-orientale

Principio attivo: arecolina, arecaidina, guvacina e guvacolina

Larecolina ¢ ’alcaloide principale dell’Areca catechu, le altre tre sostanze sono presenti in quantita minori®. Secondo fonti di

letteratura internazionale, il contenuto di principi farmacologicamente attivi nell’areca-nut risulta essere pari a: 7,5 mg/g di are-

colina, 1,5 mg/g di arecaidina, 2 mg/g di guvacolina, e 2,9 mg/g guvacina®.

La noce di Areca catechu viene triturara in piccoli pezzi ed insieme al lime (idrossido di calcio) e alle foglie del Piper betle

(pepe betel) costituisce un piccolo bolo (betel quid) che viene masticato o tenuto nella bocca per il lento rilascio delle sostanze

in esso contenute. Inoltre, la noce triturata si pud mescolare con il tabacco ed ¢ possibile confezionare delle sigarette, chiuse in

una foglia di pepe betel che vengono fumate e chiamate comunemente betel nut®.

Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

0
H,C “ ; _CH
CH,
y
o~ OH
0

Nome: Arecolina.

Formula Molecolare: CgH,;NO, (peso molecolare= 155,1).

Nome sistematico: 1,2,5,6,tetraidro-1-metil-3-acido piridincarbossili-
co metilestere.

Numero di registro CAS: 63-75-2.

Punto di fusione: < 25°C.

UVmax: non presenta assorbimento significativo, assorbe da 230 a 360 nm.

Solubilita: I’arecolina ¢ solubile in cloroformio, acqua, etere.

Nome: Arecaidina.

Formula Molecolare: C;H,;NO, (peso molecolare= 141,1).

Nome sistematico: 1,2,5,6,tetraidro-1-acido metil-nicotinico.
Numero di registro CAS: 499-04-7.

Punto di fusione: 232°C.

UVmax: non esistono dati in letteratura riguardanti I’'UVmax di questo
composto

Solubilita: I’arecaidina ¢ solubile in acqua



Uso storico

Lorigine nell’abitudine a masticare la noce di Areca (areca nut o betel nut vengono utilizzati come sinonimi, sebbene al betel
nut ci si riferisca quando si intende la noce fumata con tabacco) ¢ da ricercare nel Sud-est asiatico, probabilmente in Malesia,
dove il nome della provincia di Penang sta a significare proprio areca-nut. Antichi scrittori orientali hanno lasciato testimonian-
za del fatto che la pratica di masticare Betel in Cina ed India fosse ben radicata gia piu di duemila anni fa®. A tale pianta veni-
vano riferiti una serie di effetti: antielmintico, stimolante dell’appetito, rinfrescante dell’alito, diuretico, lassativo, tonico nervi-

no che trovavano applicazione nella medicina ayurvetica®.

Uso attuale

Lareca-nut (il frutto o noce dell’Areca catechu) ¢ comunemente consumata dalle popolazioni asiatiche e dalle comunita asiati-
che emigrate in Europa e nel Nord America. In questo ultimo caso, il consumo sembrerebbe legato anche all’aspetto religioso,
le comunita indiane Hindu nel Regno Unito sono le maggiori consumatrici di betel nut (fino ad un 80% degli adolescenti ed
adulti della comunita), mentre le comunita Sikh ne consumano meno (un 50% di adolescenti ed adulti) ed infine ¢ poco diffu-
sa fra i mussulmani indiani, pachistani, ecc . Tipicamente, la noce viene masticata dopo essere stata suddivisa in porzioni sot-
tili, combinata con una varieta di altri prodotti naturali (tra i quali il tabacco), e avvolta in una foglia di pepe betel (Piper betle).
Nella medicina tradizionale indiana, il Betel (sia il “sigaro” nel suo insieme che 1’areca-nut da sola), ¢ raccomandata special-
mente per i suoi effetti lassativi e carminativi ©. Esiste comunque un consumo legato a credenze popolari piu che scientifiche,
che attribuiscono alla pianta effetti di senso di benessere, palpitazioni (quindi effetto stimolante afrodisiaco), prontezza dei
riflessi, resistenza alla fame. Inoltre, le donne asiatiche in gravidanza masticano 1’areca nut per prevenire la nausea mattutina®.
Circa 200 milioni di persone masticano regolarmente Betel nel Pacifico Occidentale e nell’Asia meridionale, si stima in 600
milioni il numero delle persone che nel mondo mastica areca-nut secondo diverse modalita di consumo: ciog, circa il 10-20%
della popolazione mondiale assume una qualche forma di areca-nut®®. Solo altre tre molecole psicoattive (nicotina, etanolo e

caffeina) sono consumate piu frequentemente dell’areca nut®.

Legislazione

In Italia n¢ I’arecolina, n¢ I’arecaidina n¢ I’intera pianta o parti di essa sono inseriti nella tabella I dell’elenco delle sostanze stu-
pefacenti e psicotrope di cui all’art.14 del DPR n. 309/90.

Non sono noti provvedimenti legislativi restrittivi a carico dell’areca-nut o dei suoi principi attivi nei diversi paesi della
Comunita Europea.

Non sono noti provvedimenti legislativi restrittivi a carico dell’areca-nut o dei suoi principi attivi negli Stati Uniti.

Proprieta farmaco-tossicologiche

La maggior parte delle proprieta farmaco-tossicologiche della noce di betel sono da attribuire all’arecolina, il principale alca-
loide dell’Areca catechu.

Larecolina ¢ in grado di interagire sia con 1 recettori muscarinici sia con quelli nicotinici, producendo effetti colino-mimetici
che si manifestano con bradicardia, ipotensione, broncospasmo, miosi, incremento del tono muscolare ed incremento delle
secrezioni salivare, gastrica, pancreatica, bronchiale e lacrimale .

Larecolina inoltre ¢ un inibitore competitivo del neurotrasmettitore acido gamma ammino butirrico (GABA) in grado di legar-
si ai suoi recettori: in questo modo I’arecolina impedisce la neurotrasmissione GABAergica ed i suoi effetti inibitori a carico
della trasmissione nervosa. Cosi, mentre le benzodiazepine (ad esempio: il diazepam) potenziano I’attivita inibitrice del GABA
sull’attivita bioelettrica del cervello e quindi la sua azione tranquillizzante, I’arecolina agendo come GABA inibitore, genera
effetti stimolanti o euforizzanti che sono opposti, in sostanza, a quelli ansiolitici prodotti dalle benzodiazepine ®.

Larecaidina produce i medesimi effetti parasimpaticomimetici dell’arecolina: interferisce, nel topo, con il suo comportamento,
riducendo la motilita dell’animale ed il suo desiderio di esplorazione dell’ambiente. Studi effettuati in vitro su porzioni di cer-
vello di ratto, hanno mostrato come sia 1’arecaidina che la guvacina possano agire come inibitori substrato-competitivi dellup-
take del GABA @. E stato dimostrato anche che 1’arecolina incrementa i livelli di acetilcolina cerebrale nel ratto®.



Gli estratti ottenuti dalle noci di betel esercitano effetti sia antidepressivi in modelli animali (topo), con un meccanismo ricon-
ducibile all’ inibizione delle monoaminoossidasi (MAO)"?, sia effetti antipertensivi attribuibili ai tannini che sembrano in grado

di agire attraverso 1’inibizione dell’enzima di conversione dell’angiotensina (ACE) Y.

Tossicita

Nei topi, la somministrazione orale di un estratto alcolico anidro di betel nut, alle dosi di 0,5, 1 e 3 gr/kg ha evidenziato una
bassa tossicita acuta. Gli effetti osservati sono stati: assenza di riflesso corneale, atassia ed incremento del ritmo respiratorio 2.
La somministrazione orale cronica di un estratto alcolico anidro per 3 mesi alla dose di 100 mg/kg determina un incremento
della mortalita. Gli animali trattati con tale estratto mostrano un incremento dei livelli di globuli bianchi e di emoglobina. Questa

maggiore attivita delle cellule del midollo osseo ¢ stata attribuita ai tannini e agli alcaloidi contenuti nella noce di betel .

Dati relativi alla tossicita acuta dell arecolina ™

Nel cane: DL50 dopo somministrazione sottocutanea: 5 mg/kg

Nel topo: DL50 dopo somministrazione intraperitoneale: 190 mg/kg
Nel topo: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 36 mg/kg

Nel topo: DL50 dopo somministrazione orale: 550 mg/kg

Nel ratto: DL50 dopo somministrazione intraperitoneale: 40 mg/kg

Nel ratto: DL50 dopo somministrazione orale: 2500 mg/kg

E stato osservato nel ratto che una dieta arricchita con betel in una percentuale uguale o superiore al 15% causa un quadro tos-
sico caratterizzato da: necrosi delle mucose orale ¢ intestinale, splenomegalia, depositi di grasso nel fegato e ritardo nello svi-
luppo scheletrico ™.

Non sono noti dati di tossicita relativi all’arecaidina.

Effetti avversi

Lassunzione di betel nut ¢ stata associata allo sviluppo di patologie cardiovascolari. Livelli elevati di omocisteina, associabili
ad un incrementato rischio di cardiopatie ischemiche, sono stati osservati nei masticatori abituali di noci di betel. In letteratura
si ritrova il caso di un paziente affetto da pregressa patologia coronarica che ha manifestato un infarto del miocardio in seguito
all’assunzione di betel nut. Carecolina, contenuta nelle noci di betel puo infatti causare spasmo delle arterie coronariche con un
meccanismo patogenetico riconducibile ad un effetto parasimpatico-mimetico che si esplica sui vasi con danno endoteliale .
In un altro caso un paziente cardiopatico dopo avere masticato noce di Betel ¢ deceduto, nonostante i ripetuti tentativi di defi-
brillazione, a causa di infarto acuto del miocardio con fibrillazione ventricolare ¢,

Luso di betel nut puo causare tachicardia ed aumento della pressione sanguigna. Oltre la meta degli utilizzatori cronici di tale
droga dichiara di avere palpitazioni. Caccelerazione del battito cardiaco insorge entro 2 minuti dall’inizio della masticazione di
betel, raggiunge un picco entro 4-6 minuti e termina mediamente entro 18,8 minuti. Inoltre, I’incremento medio dei battiti car-
diaci (espresso come battiti/minuto) € pari a 17 per i nuovi assuntori, 16,2 per gli assuntori occasionali e 13,3 per gli assuntori
abituali. La durata degli effetti ¢ maggiore nei nuovi consumatori rispetto ai consumatori abituali: cio fa ipotizzare il possibile
sviluppo di tolleranza verso questi effetti® in seguito ad assunzione ripetuta.

Le noci di betel contengono quantita significative di rame che possono incrementare 1’attivita della lisil ossidasi, enzima rame-
dipendente che interviene nella formazione dei legami crociati tra collagene ed elastina, rendendo le fibre del collagene maggior-
mente resistenti alla degradazione. Cio potrebbe favorire lo sviluppo di aterogenesi a livello dei vasi sanguigni maggiori“'®,
Luso cronico di noci di betel puo causare la deplezione di vitamina B12. Test di laboratorio effettuati su 11 soggetti che assu-
mevano betel nut da almeno 35 anni hanno dimostrato una notevole riduzione dei livelli ematici di tale vitamina .

A livello del sistema nervoso centrale 1’arecolina esercita effetti muscarinici (miosi, riduzione del senso di fatica, aumen-
to dell’attenzione ¢ della concentrazione, agitazione seguita da una fase di depressione e prostrazione) mediati da un incre-
mento dei livelli di acetilcolina e associati a senso di benessere . Nei soggetti che per la prima volta assumono betel nut

si possono manifestare vertigini ®.

©



Luso di Betel nut ¢ stato associato allo sviluppo di diabete *”. In particolare ¢ stato dimostrato nel topo che circa 1’8,5% degli
animali sottoposti a somministrazione di tale droga sviluppa diabete non-insulino dipendente **.

In letteratura ¢ riportato il caso di due persone che hanno manifestato una sindrome reversibile denominata “milk alkali”,
caratterizzata da iperglicemia, alcalosi metabolica ed insufficienza renale, in seguito all’assunzione di betel nut associata ad
una pasta alcalina composta principalmente da gusci di ostriche .

A livello gastrointestinale 1’assunzione di Betel nut puo causare irritazione e crampi intestinali. Carecolina, somministrata per
via orale, puo provocare I’insorgenza di nausea e vomito causando al contempo aumento della peristalsi @',

La bocca ed i denti dei soggetti che masticano continuamente betel nut insieme a calce spenta si macchiano rapidamente assu-
mendo un colore variabile dal rosso al marrone, questi inoltre manifestano intorbidimento della lingua e secchezza delle fauci.
I nuovi utilizzatori possono sperimentare un senso di costrizione alla gola e all’esofago 7.

Circa lo 0,5% degli utilizzatori cronici di betel nut sviluppa una fibrosi sottomucosa orale, una patologia caratterizzata da atro-
fia epiteliale e accumulo di collagene nella mucosa orale. Responsabili di questo effetto avverso sembrano essere le catechine
ed 1 tannini presenti nella pianta, i quali agiscono stabilizzando il collagene e rendendolo resistente alle collagenasi sia umane
che batteriche . 11 15% di questi soggetti sviluppa successivamente anomalie tissutali (atipie) mentre nel 7% dei casi si veri-
fica I’insorgenza di carcinoma a cellule squamose 7.

In letteratura si possono ritrovare la descrizione di una serie di casi clinici di fibrosi sottomucosa orale ed un caso di lichen pla-
nus associati all’uso di noci di Betel ®**.

Nei topi la somministrazione cronica di betel nut ha determinato un incremento ematico dei livelli degli enzimi dei citocromi
B5 e P450, della malondialdeide e della glutatione S-trasferasi (GST)®".

Larecolina, a causa dei suoi effetti colinergici determina broncocostrizione e puo esacerbare i casi di asma 2. In letteratura si
riportano i casi di due pazienti asmatici che sono stati ospedalizzati a causa di un severo attacco di asma in seguito all’assun-
zione di Betel nut®”.

I masticatori di Betel dichiarano infine di provare sensazioni di calore; in effetti ¢ stato possibile registrare un aumento della

temperatura del viso di 0,5-2°C nel momento in cui viene masticato il Betel.

Dipendenza e tolleranza

Non ¢ ad oggi del tutto chiaro se il consumo di areca nut sia in grado di indurre dei veri e propri fenomeni di dipendenza.
Tuttavia in seguito all’uso cronico di Betel si sviluppa una tolleranza molto simile a quella che si ha con le sigarette ™. Inoltre,
le persone che smettono di assumere il Betel possono manifestare episodi di psicosi tossiche reversibili caratterizzate da alluci-
nazioni e da idee maniacali®.

Altri sintomi comunemente riportati in seguito alla sospensione dell’assunzione di Betel sono: alterazioni dell’umore, riduzio-

ne della concentrazione, disturbi del sonno ed incremento dell’appetito .

Cancerogenicita

Oltre al carcinoma a cellule squamose, 1’assunzione di Betel puo essere associata ad un elevato rischio di insorgenza di altri
tipi di tumore.

Negli utilizzatori abituali di Betel nut si manifesta leucoplachia una lesione pre-cancerosa che si traduce successivamente in
cancro della bocca ™.

Leffetto cancerogenetico sembra essere dovuto agli elevati livelli di nitrosamine (derivanti dal metabolismo degli alcaloidi) pre-
senti nella saliva degli utilizzatori di tale droga . Leffetto citotossico e genotossico sulle cellule dell’epitelio buccale ¢ stato
osservato in particolare per il 3-(N-nitrosometilamino) proprionitrile ©*.

Gli estratti acquosi ed acetici di Betel sono in grado di indurre cancro all’esofago, alla laringe e tumori gastrointestinali; 1’inci-
denza di cancro all’esofago ¢ paragonabile a quella che si manifesta negli utilizzatori di tabacco. Questi estratti sono in grado
di provocare rotture del DNA negli epatociti degli animali da esperimento ®. In vitro I’alcalinita della calce incrementa la gene-
razione di specie reattive dell’ossigeno responsabili degli effetti tossici sul DNA . Labitudine a masticare insieme calce e betel
potrebbe quindi potenziare i meccanismi carcinogenetici.

Nei topi, la noce di betel associata alla calce induce lo sviluppo di papillomi dell’epitelio vaginale, ispessimento della mucosa



vaginale ed alterazioni dell’epitelio e della sottomucosa vaginale. Questo tipo di tumore pud metastatizzare a livello polmona-

re, renale e intraperitoneale ©”.

Teratogenicita
Non sono disponibili dati di teratogenicita sugli esseri umani. La teratogenicita ¢ stata comunque dimostrata nel modello anima-
le®®. Uno studio condotto sugli embrioni di pollo ha dimostrato che I’estratto alcolico causa in tali embrioni una mortalita dose

dipendente. Sono state inoltre osservate malformazioni a carico dei visceri, delle estremita e riduzione del peso corporeo .

Effetti in gravidanza

Non sono disponibili evidenze scientifiche per quanto riguarda I’uso della noce di betel in gravidanza. Tuttavia, numerosi casi
indicano che 1’areca possiede un potenziale genotossico, mitogenico ¢ clastogenico (causa rotture cromosomiali) soprattutto
quando combinata con il tabacco “**".

Larecolina ¢ in grado di attraversare la placenta. ’analisi dei meconi di 32 neonati, figli di madri asiatiche che avevano assun-
to betel nut durante la gravidanza, ha rivelato la presenza di arecolina in 6 di questi bambini in un range di concentrazione varia-
bile tra 0,006 e 0,012 pg/g“. Due di questi neonati presentavano basso peso alla nascita, ipotonia, ritardo di crescita uterina ed
uno di essi mostro una sindrome di astinenza neonatale attribuibile all’arecolina“?. A fronte di un peso medio alla nascita pit
basso nei bambini le cui madri consumavano Betel in gravidanza, si € potuta osservare tuttavia una minore frequenza in questi

bambini dell’insorgenza di ittero neonatale “.

Interazioni farmacologiche

Le interazioni farmacologiche delle noci di betel sono da attribuire alle proprieta colinergiche degli alcaloidi in esse contenuti.
Lassunzione di Betel puo pertanto antagonizzare gli effetti farmacologici dei farmaci anti-muscarinici e potenziare invece
I’efficacia degli agonisti colinergici ®®.

Larecolina, agendo come inibitore del GABA, puo antagonizzare 1’effetto ansiolitico delle benzodiazepine .

Interazioni farmacologiche possono manifestarsi in particolare con:

- antidepressivi triciclici: riduzione dell’attivita antidepressiva;

- amantadina, fenotiazine, olanzapina, molindone, loxapina, aloperidolo: aumento dell’incidenza di effetti extrapiramidali.

- anticolinergici: riduzione dell’efficacia farmacologica.

DETERMINAZIONI ANALITICHE
ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELL'ARECOLINA NELLA NOCE DI Areca catechu.

(metodologia messa a punto nei Laboratori dell’Unita “Farmacodipendenza, Tossicodipendenza e Doping del Dipartimento

del Farmaco dell’Istituto Superiore di Sanita).

Lanalisi viene eseguita su una noce di Areca Nut mediante cromatografo liquido accoppiato ad uno spettrometro di massa.

Estrazione del campione
La noce di Areca nut (100 mg) viene tagliata in piccole porzioni e polverizzata mediante mulino a palle. Successivamente si

aggiungono 1ml di di una soluzione di cloruro di ammonio a pH 9,5 e 5 ml di una soluzione formata da 95% di cloroformio ¢
5% di isopropanolo. I tubi di vetro vengono poi messi su un agitatore di tipo orizzontale per 5 minuti e successivamente centri-
fugati a 2000 giri per 5 minuti. Dopo centrifugazione, la fase organica viene traferita in nuovi tubi dove vengono aggiunti 2,5
ml di acido cloridrico 0,5 M. Si centrifugano nuovamente i campioni a 2000 giri per 5 minuti e successivamente la fase orga-
nica viene neutralizzata con 1 ml di idrossido di sodio 1 M ed alcalinizzata con 2 ml di cloruro di ammonio a pH 9,5. Infine si
esegue una nuova estrazione con 5 ml di una soluzione formata da 95% di cloroformio e 5% di isopropanolo. La fase organica
viene evaporata sotto flusso di azoto ed il residuo viene disciolto in 100 ul acetato di ammonio 10 mM a pH 4,3. Vengono iniet-

tati 20 Wl nel cromatografo liquido.
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Condizioni analitiche:

Colonna: Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6mm x 3um)
Fase Mobile: 90% acetato d’ammonio 10 mM (pH 3) e 10% acetonitrile
Modalita di separazione: isocratica

Flusso cromatografico: 0,5 ml/min

Volume di iniezione: 20 pl

Modalita di massa: elettrospray (ESI)

Gas di evaporazione: 350°C

Gas di nebulizzazione: 40 psi

Voltaggio del capillare: 1550 V

Voltaggio di fragmentor: 110V

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
Arecolina: 4,5 minuti

Pilocarpina: 8,1 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate
Arecolina: m/z 156, 140, 118
Arecolina: m/z 209, 96, 95

Standard
Gli standard di arecolina e pilocarpina (standard interno) utilizzati nelle analisi sono stati acquistati presso la ditta Sigma-
Aldrich (Milano, Italia).

CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard degli analiti (1 mg/ml) vengono preparate in alcol metilico e conservate a -20°C. Le soluzioni standard
di lavoro e di calibrazione (range di concentrazioni: 0,1- 10 pg/ml) sono preparate giornalmente diluendo opportunamente le

soluzioni madri con alcol metilico. La concentrazione dello standard interno risulta pari a 10 pug/ml.

RISULTATI

Lanalisi della noce di Areca nut con la metodologia sopra riportata ha evidenziato una quantita di principio attivo pari a 105,45

ng/mg di noce.

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELL’ARECOLINA NEL MECONIO, SANGUE DI
CORDONE, URINA FETALE, PLACENTA E MATRICE CHERATINICA

(tratto da: PICHINI S, PELLEGRINI M, PACIFICI R, MARCHEI E, MURILLO J, PUIG C, VALL O, GARCIA-ALGAR O.
Quantification of arecoline (Areca nut Alkaloids) in neonatal biological matrices by high-performance liquid
chromatography/electrospray quadrupole mass spectrometry. Rapid Commun Mass Spectrom. 2003; 17: 1958-1964.
GARCIA-ALGAR O, VALL O, ALAMEDA F, PUIG C, PELLEGRINI M, PACIFICI R, PICHINI S. Prenatal exposure to are-
coline (Areca nut alkaloid) and birth outcomes. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 2005; 90; 276-277.

MARCHEI E, DURGBANSHI A, ROSSI S, GARCIA-ALGAR O, ZUCCARO P, PICHINI S. Determination of arecoline
(Areca nut alkaloid) and nicotine in hair by highperformance liquid chromatography/ electrospray quadrupole mass spectrome-
try. Rapid Commun Mass Spectrom. 2005; 19: 3416-3418)“+9,

Estrazione del campione
Ad 1 g di meconio, 1 ml di sangue di cordone, 1 ml di urina, 500 mg di placenta si aggiungono 1ml di una soluzione di cloru-

ro di ammonio a pH 9,5 ¢ 5 ml di una soluzione formata da 95% di cloroformio e 5% di isopropanolo. Per quanto riguarda la
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matrice cheratinica, 50 mg di capelli vengono digeriti con 2 ml di idrossido di sodio 12 M a 40°C per 18 ore. Successivamente
anche alla matrice cheratinica si aggiungono 1ml di una soluzione di cloruro di ammonio a pH 9,5 e 5 ml di una soluzione for-
mata da 95% di cloroformio e 5% di isopropanolo. I tubi di vetro vengono poi messi su un agitatore di tipo orizzontale per 5
minuti e successivamente centrifugati a 2000 giri per 5 minuti. Dopo centrifugazione la fase organica viene traferita in nuovi
tubi dove vengono aggiunti 2,5 ml di acido cloridrico 0,5 M. Si centrifugano nuovamente i campioni a 2000 giri per 5 minuti e
successivamente la fase organica viene neutralizzata con 1 ml di idrossido di sodio 1 M ed alcalinizzata con 2 ml di cloruro di
ammonio a pH 9,5. Infine si esegue una nuova estrazione con 5 ml di una soluzione formata da 95% di cloroformio e 5% di
alcol isopropilico. La fase organica viene evaporata sotto flusso di azoto ed il residuo viene disciolto in 100 ul di acetato di
ammonio 10 mM a pH 4,3. Vengono iniettati 20 pl nel cromatografo liquido.

Condizioni analitiche del cromatografo liquido
Colonna: Phenomenex Luna C18 (150 x 4,6mm x 3um)

Fase Mobile: 90% acetato di ammonio 10mM (pH 3) e 10% acetonitrile
Modalita di separazione: isocratica

Flusso: 0,5 ml/min

Volume di iniezione: 20 pl

Modalita di massa: elettrospray (ESI)

Gas di evaporazione: 350°C

Gas di nebulizzazione: 40 psi

Voltaggio del capillare: 1550 V

Voltaggio del fragmentor: 110V

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
Arecolina: 4,5 minuti

Pilocarpina: 8,1 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate
Arecolina: m/z: 156, 140, 118
Pilocarpina: m/z: 209, 96, 95

Standard
Gli standard di arecolina e pilocarpina (standard interno) utilizzati nelle analisi sono stati acquistati presso la ditta Sigma-
Aldrich (Milano, Italia).

CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard a concentrazione 1 mg/ml sono preparate in alcol metilico. Le soluzioni di lavoro alle concentrazioni
di 10, 1 e 0,1 pg/ml sono preparate diluendo le soluzioni iniziali con alcol metilico e conservate a -20°C. Le soluzioni stan-
dard di lavoro e di calibrazione (range di concentrazioni: 0,005-1 pg di arecolina per grammo di meconio e placenta; 0,005-
1 pg di arecolina per millilitro di sangue di cordone o urina e 0,3 e 10 ng di arecolina per milligrammo di capello) prepara-
te giornalmente diluendo opportunamente le soluzioni madri in alcol metilico vengono aggiunte a campioni di meconio, san-
gue di cordone, urina, placenta e capelli precedentemente testati come drug-free. La concentrazione dello standard interno
risulta pari a 10 pg/ml.

I campioni utilizzati per il controllo di qualita alle concentrazioni di 0,85 pg/g o 0,85 pug/ml, 0,12 pg/g 0 0,12 ug/ml e 0,012
pg/g 0 0,012 pg/ml vengono preparati aggiungendo le soluzioni metanoliche a campioni di meconio, sangue di cordone, urina
e placenta precedentemente testati come drug-free. Anche per quanto riguarda la matrice cheratinica I campioni utilizzati per il
controllo di qualita alle concentrazioni di 8 ng/mg, 3,2 ng/mg e 0,5 ng/mg vengono preparati aggiungendo le soluzioni meta-

noliche a campioni di capelli precedentemente testati come drug-free. Questi campioni vengono inseriti in ciascun batch anali-
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tico per controllare la calibrazione, la precisione, I’accuratezza e la stabilita di campioni sottoposti a conservazione. L’analisi
quantitativa ¢ stata effettuata comparando i picchi identificati dallo ione m/z 156 dell’arecolina con lo ione m/z 209 della pilo-

carpina utilizzata come standard interno.

RISULTATI

Lanalisi dell’arecolina nelle varie matrici biologiche sopra elencate ha evidenziato una quantita di principio attivo medio
pari a:

meconio: 0,008 ng/g

urine: 0,01 pg/g

sangue di cordone: tracce

placenta: 0,01 pg/g

capelli: 1,71 ng/mg nel caso che la Areca nut venga fumata

capelli: 1,18 ng/mg nel caso che la Areca nut venga masticata

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELLARECOLINA ED ARECAIDINA NELLA NOCE DI
Areca catechu.

(tratto da: LORD GA, LIM CK, WARNAKULASURIYA S, PETERS TJ. Chemical and analytical aspects of areca nut. Addict
Biol. 2002; 7: 99-102)®

Lanalisi per la determinazine dell’arecolina ed arecaidina nella noce di Areca nut viene eseguita mediante elettroforesi capil-
lare accoppiata ad un rivelatore UV visibile.

Estrazione del campione

100 mg di noce di Areca Nut vengono tagliati in piccole parti e polverizzati mediante mortaio. Il materiale polverizzato viene
trasferito in un tubo da centrifuga e sonicato per 10 minuti in un bagno ad ultrasuoni. Successivamente il campione viene cen-
trifugato a 14000 rpm per 5 minuti ed il supernatante, prelevato e filtrato in un filtro di 0,2 wm, viene utilizzato per I’elettrofo-

resi capillare.

Condizioni analitiche

Colonna: colonna capillare (75 cm x 50um)

Fase Mobile: acetato di ammonio 100 mM, e acido acetico (pH 4,6)
Voltaggio applicato: 20 kV

Temperatura: 30°C

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate

Arecolina: 7,3 minuti

Arecaidina: 12,9 minuti

Standard
Gli standard di arecolina ed arecaidina utilizzati nelle analisi sono stati acquistati presso la ditta Sigma Chemical Co. (Poole,
Dorset, UK).

CURVA DI CALIBRAZIONE

Essendo un lavoro di tipo qualitativo non ¢ stata effettuata una curva di calibrazione.

RISULTATI

La metodica utilizzata nel lavoro ha permesso una valutazione solo di tipo qualitativo ed identificativo per arecolina ed

arecaidina.
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Argyreia nervosa

(Hawaiian baby woodrose)

ning glory

Famiglia: Convolvulaceae

Genere: Argyreia Lour

Madagascar, Europa.

Nome: Argyreia nervosa, Argyreia speciosa

Specie: Argyreia nervosa (Burm.F. Bojer)

Sinonimi: Hawaiian baby woodrose (HBWR), Elephant creeper, Woolly morning glory, Silver mor-

Provenienza: Montagne Messico meridionale, Guatemala, Indie occidentali, America Subtropicale,

Principio attivo: UErgina (o Lisergamide o amide dell’acido lisergico LSA) ¢ I’alcaloide principale psicoattivo (allucino-

geno) contenuto nei semi della pianta. Altri alcaloidi presenti sono: 1’isoergina, che presenta un’attivita molto inferiore al suo

epimero; I’ergometrina, 1’o-idroissietilamide dell’acido lisergico, I’o-idrossietilamide dell’acido isolisergico, I’elimoclavi-

na, la cianoclavina (Tabella). Lergina e 1’isoergina sono anche presenti nei semi di [pomea violacea e Rivea corymbosa. 1

semi di Argyreia nervosa contengono dallo 0,5 allo 0,9% di alcaloidi ergolinici, di cui lo 0,14% in peso secco del seme ¢

rappresentato dall’ergina (o LSA) e lo 0,19% dall’isoergina?. Hylin & Watson, in un lavoro pubblicato nel 1965 su Science,

hanno rilevato che I’ergina e 1’isoergina sono contenuti nei semi di Argyreia nervosa in quantita pari a 780 ug/g e 555 ug/g

di peso fresco @. Un seme di Argyreia nervosa contiene circa 0,25 mg di LSA.

Tali principi attivi sono presenti nei semi della pianta, perd 1’uso storico e tradizionale si riferisce alla pianta in toto. Non

esistono studi che riportino la ricerca dei principi attivi in altre parti della pianta.

Tabella: I principali alcaloidi contenuti nei semi di Argyreia nervosa (da Chao & Marderosian, 1973).

Valori espressi come % Valori espressi come %
Alcaloidi degli alcaloidi totali del peso dei semi secchi
Agroclavina 1,09 0,006
Cianoclavina-I 2,65 0,016
Elimoclavina 3,62 0,022
Ergina 22,68 0,136
Isoergina 31,36 0,188
Ergometrina 8,20 0,049
a-Idrossietilamide dell’acido lisergico 5,79 0,035
o-Idrossietilamide dell’acido isolisergico 3,98 0,024
Alcaloidi minori non identificati 18,82 0,113
Totale 100,00 0,600




Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

Nome: Ergina (o Lisergamide o amide dell’acido lisergico LSA).
Formula Molecolare: C,;H,;;,N;0 (peso molecolare= 267,3).

Nome sistematico: 9,10-dideidro-6-metilergolina-8-beta-carbossiamide.
Numero di registro CAS: 478-94-4.

Punto di fusione: non sono presenti in letteratura dati relativi al punto di
fusione di questo composto.

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’UVmax di questo
composto.

Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di que-
sto composto.

Nome: Isoergina.

Formula Molecolare: Formula Molecolare: C,cH;7N;0 (peso molecola-
re=267,3). E ’epimero dell’ergina, quindi possiede la stessa struttura mole-
colare, ma la distribuzione spaziale dei sostituenti dell” atomo di carbonio 1
¢ speculare rispetto all’ergina stessa.

Nome sistematico: 9,10-dideidro-6-metil-ergolina-8-alfa-carbossiamide.
Numero di registro CAS: 2889-26-1.

Punto di fusione: non sono presenti in letteratura dati relativi al punto di

fusione di questo composto.

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’UVmax di questo
composto.

Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di que-
sto composto.

Nome: Ergometrina.

Formula Molecolare: C,,H,;N;0, (peso molecolare= 425,5).

Nome sistematico: 9,10-dideidro-N-(2-idrossi-1-metiletil)-6-metil-
8beta-(S)-9-ergolina-8-carbossiamide.

Numero di registro CAS: 60-79-7.

Punto di fusione: 162°C.

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’'UVmax di questo

composto.

Solubilita: solubile in acqua.

Nome: Elimoclavina.

Formula Molecolare: C,;H,;;N,O (peso molecolare= 254,3).

Nome sistematico: 8,9-Dideidro-6-metilergolina-8-metanolo.

Numero di registro CAS: 548-43-6.

Punto di fusione: non sono presenti in letteratura dati relativi al punto di
fusione di questo composto.

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’UVmax di questo

composto.
Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di que-
sto composto.
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Nome: Cianoclavina

Formula Molecolare: C,;H,,N,O (peso molecolare=256,3).

Nome sistematico: Propen-1-olo, 2-metil-3-(1,3,4,5-tetraidro-4-(metila-
mino)benz(cd)indolo-5-il- (4R-(4alfa,Sbeta(E).

I
Q

T

LY
)
....-|||||IIIII1‘;

P Numero di registro CAS: 2390-99-0.
i - s
Punto di fusione: 221°C.
= UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi al’UVmax di questo
\ composto.
H Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di que-
sto composto.
Uso storico

Storicamente, la pianta veniva prescritta nella medicina indigena per la cura della gonorrea, della stranguria e dell’ulcera croni-
ca. Le sue radici sono ancora oggi utilizzate dagli Indu come tonico, afrodisiaco, diuretico, antireumatico e nel trattamento delle
malattie del sistema nervoso. Le foglie sono state utilizzate come stimolante locale, rubefacente e vescicante. Dall’olio estratto

dai semi viene estratta una sostanza insaponificabile che ha mostrato in vifro attivita antibatterica ed antifungina.

Uso attuale

I semi di Argyreia nervosa (Hawaiian baby woodrose, HBWR), cosi come quelli di Ilpomea violacea e Rivea corymbosa, ven-
gono oggi ricercati per la loro capacita di indurre effetti psicoattivi del tutto sovrapponibili a quelli dell’LSD (dietilammide del-
’acido lisergico), sebbene di minore intensita. Gli alcaloidi sintetizzati dalle piante del genere Argyreia sono basi azotate fisio-
logicamente attive. Pochi dati scientifici sono consultabili al fine di stabilire il quantitativo necessario di semi per un “viaggio”,
ma sembra che circa quattro semi di HBWR siano sufficienti per il manifestarsi degli effetti allucinogeni, mentre un buon “viag-
gio” si ottiene con 8 semi. Lo stesso effetto si ottiene ingerendo 100 semi di Ipomea violacea, il cui contenuto in LSA per seme
¢ pari a 0,01 mg. Commercialmente, i semi di Argyreia nervosa sono venduti come “semi da collezione”, sebbene il numero di

semi di una confezione corrisponda a cinque, cio¢ al quantitativo necessario per un “viaggio” con effetti allucinogeni.

Legislazione

In Italia, I’amide dell’acido lisergico (ergina) ¢ inserita in tabella I dell’elenco delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui
all’art.14 del DPR n. 309/90. Diversamente né I’intera pianta, né le foglie né i semi sono presenti nella suddetta tabella. Lergina
¢ sottoposta a controllo negli Stati Uniti (Schedule IIT drug in the Controlled Substances Act) come depressore, e nella lista del

U.S. Code of Federal Regulations in quanto possibile precursore dell’LSD.

Proprieta farmaco-tossicologiche

Lattivita allucinogena dell’ergina (LSA) si esplica a partire dall’assunzione di 2-5 mg. Sono rari gli studi di farmacodinami-
ca pubblicati sull’ergina. Analogamente agli alcaloidi dell’ergot (es. ergometrina) sembra legarsi ai recettori dopaminergici
D2, la cui stimolazione causa inibizione dell’adenilato ciclasi e riduzione della formazione di adenosin monofosfato ciclico
(AMPc) ©. La scoperta degli alcaloidi dell’ergot nei semi di Rivea corimbosa, Ipomea violacea e Argyreia nervosa nei primi
anni “60 ¢ stata piuttosto inaspettata e di particolare interesse da un punto di vista fitochimico, giacché gli alcaloidi dell’acido
lisergico, che sino ad allora erano stati isolati solo nei funghi del genere Claviceps, Penicillium o Rhizopus, per la prima volta
venivano isolati nelle piante superiori (Fanerogame), nella famiglia delle Convolvulaceae ®”. CLSA ha effetti di tipo psicoto-
mimetico (alterazioni del pensiero, delle percezioni [allucinazioni] e dello stato di coscienza) simili a quelli provocati dall’LSD
(dietilammide dell’acido lisergico), sebbene questo sia da 50 a 100 volte piu potente dell’LSA. Gli effetti dell’LSA, della dura-
ta di circa 4-8 ore, sono associati ad una sensazione di tranquillita, disforia, effetti visivi psichedelici, visioni di colori accesi.
Effetti paragonabili a quelli dell’ Argyreia nervosa sono prodotti dai semi di [pomea violacea (Tlitlitzin) e Rivea corimbosa (olo-
liuhqui). Tali effetti, sebbene di minore entita, sono simili a quelli dell’LSD.

Studi farmacocinetici sull’ergina effettuati nei bovini (vitello) dimostrano che 1’andamento farmacocinetico medio della mole-

cola nel siero dopo singola somministrazione per via endovenosa ad una dose di 14 pug/Kg presenta tre fasi distinte. La prima
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fase (0-10 min.), caratterizzata da un equilibrio nel volume di distribuzione, ¢ seguita da una seconda fase (che inizia immedia-
tamente dopo I’iniezione e perdura per circa un’ora) con concentrazioni della molecola in equilibrio tra sangue e tessuti. Nella
terza fase I’equilibrio tra tessuti e sangue si inverte e 1’eliminazione della molecola a carico del fegato®. Lelimoclavina e la cia-
noclavina, seppur presenti in minima percentuale nei semi della pianta, sembrano contribuire all’attivita allucinogena. Non ¢
stato sufficientemente studiato, invece 1’eventuale contributo dell’ergometrina (presente in tracce nei semi della Argyreia ner-
vosa) alle proprieta farmacotossicologiche della pianta.

Dati relativi alla tossicita acuta dell 'ergina  Nell’'uomo: TDLo dopo somministrazione orale: 14ug/Kg®

Nel ratto e nel coniglio: LDL dopo somministrazione endovenosa: 2500ug/Kg

Non sono noti dati di tossicita acuta relativa agli altri principi attivi della pianta.

Effetti avversi

Reazioni dissociative e ricadute schizofreniche sono i maggiori effetti avversi psicotici che possono intervenire a seguito del-
I’ingestione dei semi®.

In letteratura viene riportato il caso di una psicosi tossica indotta dall’assunzione di semi di Argyreia nervosa caratterizzata da
allucinazioni, disturbi dell’orientamento, ansia ed agitazione psicomotoria‘”. In un altro caso, un ragazzo di 18 anni ¢ stato rico-
verato a causa di un comportamento psicotico insorto a seguito dell’assunzione di semi della pianta®".

I casi clinici sopra citati indicano che ¢ necessario porre una attenzione particolare nella diagnosi differenziale tra gli episodi di
psicosi acuta adolescenziale e quelli che nei giovani possono essere provocati dalla ingestione di questa o di altre droghe allu-
cinogene.

Effetti in gravidanza

Lingestione dei semi di Argyreia nervosa da parte di donne durante la gravidanza ¢ rischioso. Lergina infatti, ¢ correlata dal
punto di vista strutturale all’LSD, potente induttore delle contrazioni uterine ">'¥. La droga puo pertanto aumentare il rischio di
aborti spontanei.

Interazioni farmacologiche

Non sono note interazioni dovute ad ingestione di Argyreia nervosa e farmaci. Tuttavia ¢ stato dimostrato che il metabolismo
dell’LSD, analogo dell’LSA presente nella pianta, ¢ inibito da farmaci utilizzati per combattere I’HIV **. Cio suggerisce la pos-
sibilita che in pazienti in terapia con farmaci antiretrovirali che assumono LSD o Argyreia nervosa si manifesti un incremento

della tossicita indotta da tali allucinogeni.

DETERMINAZIONI ANALITICHE

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELLA ERGINA (AMIDE DELL’ACIDO LISERGICO)
NEI SEMI DI Argyreia nervosa (tratto da: KIM W, CRAWFORD MS. The Identification of Lysergic Acid Amide in
Baby Hawaiian Woodrose By Mass Spectrometry. J Forensic Sci. 1970; 15: 588-594; MARTINKOVA L, KREN V, CVAK L,
OVESNA M, PREPECHALOVA. Hydrolysis of lysergamide to lysergic acid by Rhodococcus equi A4. J Biotechnol. 2000; 84:
63-66; HALPERN JH. Hallucinogens and dissociative agents naturally growing in United States. Pharmacol Ther. 2004; 102:
131-138) 101

L'analisi viene eseguita su semi polverizzati di Argyreia nervosa mediante cromatografia liquida associata ad un rivelatore a
luce untravioletta.

Estrazione del campione
300 g di semi polverizzati sono sgrassati in soxhelt con esano. Il materiale ¢ poi bagnato con sodio carbonato ed estratto

con dietiletere sempre in soxhelt. Uestratto viene portato a secco ed il residuo ripreso con 500 ml di acido cloridrico 2%,



alcalinizzato con carbonato di sodio ed estratto per tre volte con 500 ml di cloroformio. Lestratto cloroformico viene sec-
cato mediante solfato di magnesio ed evaporato. Il residuo risultante pesa approssimativamente 1 g (corrispondente a circa
0,3 % degli alcaloidi totali).

Condizioni strumentali

Colonna cromatografica: RP-C18 (250 x 4 mm, 7 um)

Fase mobile: alcol metilico:tampone fosfato di potassio 5 mM pH 6,9 (40:60, v/v)
Modalita di separazione: isocratica

Flusso: 1 ml/min

Temperatura colonna: 35°C

Rivelatore: spettrofotometro ad assorbimento di luce ultravioletta (310 nm)

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
LSA: 2,8 minuti

Standard
Lo standard di LSA ¢ stato donato dalla ditta Galena Pharmaceuticals Ltd (Czech Republic). Poiché la LSA ¢ inclusa nella
Tabella I delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui all’art.14 del DPR n. 309/90, il suo acquisto richiede autorizzazione

ministeriale.

CURVA DI CALIBRAZIONE

Non viene descritta la creazione della curva di calibrazione.

RISULTATI

11 contenuto medio di LSA nei semi di Argyreia nervosa ¢ pari allo 0,14% (peso secco).
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Withania somnifera
(Ashwagandha)

Nome: Withania somnifera - ashwagandha

Famiglia: Solanaceae

Genere: Withania

Specie: Withania somnifera (L.) Dunal

Sinonimi: ashwagandha, winter cherry, ginseng indiano

Provenienza: India, Sud Africa, Asia orientale, bacino del Mediterraneo.

Principio attivo: La maggior parte dei costituenti sono witanolidi (lattoni steroidali con lo scheletro
dell’ ergostano) ed alcaloidi quali: witaferina A, witanolide I, II, III, A, D, E, E, G, H, I, J, K, L ed alca-
loidi quali anaferina, isopellaterina.

Sono state distinte ben 23 specie diverse di piante appartenenti al genere Withania, di cui pero solo la Withania somnifera sem-
bra possedere proprieta medicamentose. I principi attivi sono concentrati soprattutto nelle radici e nelle bacche della pianta, ma
anche nelle foglie e nel fusto. Al momento, sono stati riconosciuti e separati 12 alcaloidi, 35 witanolidi e diversi sitoindosidi.
La maggior parte delle proprieta ascritte all’ashwagandha sono tuttavia attribuite, ad oggi, ai due witanolidi principali: witafe-
rina A e witanolide D®. La concentrazione dei principi attivi nella pianta varia a seconda che essi vengano estratti dalle radici
(0,066% witaferina A, 0,193% witanolide D), dal fusto (0,048% witaferina, 0,007% witanolide D) o dalle foglie (0,238% wita-
ferina A, 0,003% witanolide D) ®. In uno studio effettuato su cinque diverse piante di ashwaganda sono state rilevate concen-
trazioni di witaferina variabili tra lo 0,3-0,8% nelle foglie, 0,1% nel fusto e tra lo 0,007 e lo 0,1% nelle radici®. Non risultano

dalla letteratura dati relativi alla concentrazione dei principi attivi nelle bacche.

Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

Nome: Witaferina A.

Formula Molecolare: C,3H;;0, (peso molecolare = 470,5).

Nome sistematico: delta-lattone dell’acido (4B,53,6,22R)-5,6-epossi-
4,22 27-tridrossi-1-ossoergosta-2,24-dien-26-oico.

Numero di registro CAS: 5119-48-2.

Punto di fusione: 243°C.

UVmax (alcol etilico): 214, 335 nm.

Solubilita: solubile in etanolo e in dimetilsolfossido.

Nome: Witanolide D.

Formula Molecolare: C,3H;;0, (peso molecolare = 470,5).

Nome sistematico: delta-lattone dell’acido (4P,5pB,6[,22R)-5,6-epossi-
4,20,22- tridrossi-1-ossoergosta-2,24-dien-26-oico.

Numero di registro CAS: 30655-48-2.

Punto di fusione: 251-253°C (acetato di etile).

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’'UVmax di questo
composto.

Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di

questo composto.
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Uso storico

La Withania somnifera, anche conosciuta con il nome di ashwagandha, ginseng indiano o ciliegia d’inverno, rappresenta una
pianta importante nell’ambito della medicina ayurvedica e tradizionale indigena da oltre 3000 anni. Storicamente, la pianta
¢ stata utilizzata come afrodisiaco, tonico per il fegato, antinfiammatorio, astringente, e, piu di recente, nel trattamento della

bronchite, dell’asma, dell’ulcera, dell’insonnia e della demenza senile.

Uso attuale

Attualmente I’ashwagandha viene utilizzata nella medicina ayurvedica soprattutto come adattogeno. Gli adattogeni rappre-
sentano una classe di composti (vegetali) che, secondo la tradizione ayurvedica, sono in grado di indurre nell’organismo
ammalato condizioni di accresciuta resistenza alle malattie stesse. Gli adattogeni sono relativamente innocui, non hanno uno
specifico meccanismo d’azione, normalizzano le condizioni patologiche e sono generalmente rappresentati dai glicosidi ed
alcaloidi delle piante. Diversi studi clinici e ricerche effettuate sugli animali sembrano supportare 1’utilizzo dell’ashwagan-

dha nel trattamento dell’ansia, dei disordini neurologici e cognitivi, nelle infiammazioni .

Legislazione

Non si conoscono restrizioni particolari nell’uso dell’ashwagandha o dei suoi principi attivi in Italia, sebbene in un disegno
di legge datato 10 maggio 1996 (Norme in materia di erboristeria e di piante officinali), i semi dell’aswagandha siano inse-
riti in un elenco di prodotti non vendibili in erboristeria®. Non sono noti provvedimenti legislativi restrittivi a carico del-
I’ashwagandha o dei suoi principi attivi nei diversi paesi della Comunita Europea. In Canada 1’ashwagandha ¢ inserita in un

elenco di prodotti cosmetici e per la cura della persona per i quali si richiede di stabilire la potenziale tossicita©.

Proprieta farmaco-tossicologiche

Effetti farmacologici

Gli effetti biologici e farmacologici dell’ashwagandha sono da attribuire ai witanolidi, lattoni steroidei in essa contenuti.
Lashwagandha possiede proprieta antistress, anti-infiammatorie, immunomodulanti, antitumorali, antiossidanti ed emopoie-
tiche. Inoltre la sua somministrazione esercita, attraverso meccanismi d’azione non del tutto chiariti, effetti sul sistema endo-
crino, sugli apparati cardiovascolare e respiratorio e sul sistema nervoso centrale.

Alla base delle proprieta adattogene (anti-stress) sembra esserci una inibizione dell’up-regulation dei recettori dopaminergi-
ci indotta dallo stress a livello del corpo striato ™. Ueffetto immunostimolante sembra invece essere correlato alla capacita
della pianta di indurre la sintesi di monossido d’azoto (NO) da parte dei macrofagi®.

Tra 1 principi attivi presenti nell’ashwagandha dotati di proprieta antineoplastiche, la witaferina A sembra essere il piu pro-
mettente, nonostante il suo meccanismo d’azione non sia ancora stato completamente chiarito®. La sostanza sembra posse-
dere delle potenti proprieta anti-angiogeniche che la rendono particolarmente interessante nella ricerca associata allo svilup-
po di nuovi farmaci antitumorali"?. In vitro la witaferina A inibisce la proliferazione cellulare agendo sulla sintesi nucleica
e proteica con effetti citotossici'". Esperimenti effettuati su linee cellulari tumorali umane (polmone, mammella, sistema
nervoso centrale) hanno confermato queste proprieta della witaferina A e di 12 altri composti estratti dall’ashwagandha .
Leffetto antitumorale della witaferina A ¢ stato osservato anche con la witaferina E"?. Le proprieta antitumorali della wita-
ferina A e del witanolide D sono state studiate anche in vivo sul sarcoma-180 di topo. Anche in questo caso i risultati sono
stati incoraggianti; i due composti sono in grado di inibire la sintesi di RNA entro 30 minuti dalla loro somministrazione agli
animali da laboratorio "*.

I witanolidi agiscono come precursori ormonali in grado di essere convertiti, al bisogno, in ormoni attivi. In uno studio con-
dotto in doppio cieco, 42 pazienti affetti da osteoartrite sono stati trattati con una miscela di erbe contenente ashwagandha o
con placebo per una durata di tre mesi. Durante tutte le fasi del trattamento sono stati valutati il dolore, il grado di disabili-
ta, la velocita di eritrosedimentazione (VES) e sono stati eseguiti controlli radiologici. Gli individui trattati con la miscela
hanno mostrato una significativa riduzione del grado di severita del dolore e del grado di disabilita rispetto ai controlli; pur
non mostrando nessuna modificazione degli altri parametri valutati *?.

La Withania somnifera possiede attivita anticonvulsivante, tale proprieta sembra essere correlata ad una interazione con il

sito per 1 barbiturici presente a livello del recettore per il GABA 7.
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Lattivita antinfiammatoria degli estratti di Withania somnifera ¢ stata studiata nel modello sperimentale del granuloma indot-
to dalla somministrazione di carragenina. Questi studi hanno permesso di dimostrare che la Withania somnifera riduce la sin-
tesi di collageno e il quantitativo di glucosaminoglicano contenuta nel tessuto granulomatoso *”.

In un altro studio, condotto da Somasunderam e coll., I’infiammazione € stata indotta mediante iniezione di formalina nel-
I’arto posteriore del ratto. Tale condizione provoca un malassorbimento di glucosio nel tratto intestinale valutabile in vitro.
Nei ratti trattati con ashwagandha o con il farmaco antinfiammatorio ossifenbutazone il malassorbimento non si verifica;
facendo cosi ipotizzare che 1’ashwagandha produce effetti antinfiammatori simili a quelli indotti dall’ossifenbutazone e con
un meccanismo d’azione presumibilmente legato all’inibizione della cicloossigenasi*®.

L ashwagandha incrementa 1’attivita dei macrofagi peritoneali esercitando cosi un effetto antimicrobico ?. L’azione antibat-
terica della pianta ¢ stata dimostrata in un recente studio in cui ¢ stato osservato che la somministrazione orale di un suo
estratto acquoso riduce la carica batterica presente negli organi vitali ¢ incrementa il tempo di sopravvivenza in topi infetta-
ti con Salmonella typhimurium ®°.

Altri effetti farmacologici osservati in laboratorio comprendono un lieve effetto inotropo e cronotropo (witanolidi), proprie-

ta ipocolesterolemizzanti (beta-sitosterolo) **'*?, effetti nootropici dovuti ad incremento dell’attivita colinergica .

Tossicita

In uno studio di tossicita cronica condotto su ratti, la somministrazione di una dose di 100 mg/kg di estratto per 30 giorni ha
provocato una significativa riduzione del peso della milza, del timo e delle ghiandole surrenali insieme ad un incremento dei
livelli di fosfatasi acida .

Nel topo, dopo somministrazione intraperitoneale dell’estratto alcolico, la DL50 ¢ di 1260 mg/kg.

Sempre nel topo, in seguito a somministrazione orale della sola frazione di alcaloidi, la DL50 & 432 mg/kg. La morte negli ani-

mali avviene per paralisi respiratoria e convulsioni di tipo clonico ®.

Dati relativi alla tossicita acuta della witaferina A Nel topo: DL50 dopo somministrazione intraperitoneale: 54 mg/kg.

Non sono noti dati di tossicita relativi al witanolide D.

Effetti avversi

Dosaggi elevati di ashwagandha possono causare disturbi gastrointestinali, vomito e diarrea”. Negli animali da laboratorio la
frazione alcaloidea produce un effetto sedativo che puo portare a depressione respiratoria con 1I’aumento delle dosi. Alcuni auto-
ri sconsigliano di assumere gli estratti della pianta in associazione con alcool, barbiturici ed ansiolitici in genere . In partico-
lare uno studio condotto da Malhotra e coll.*® ha evidenziato la capacita dell’ashwagandha di potenziare I’effetto sedativo del
pentobarbital. Lo stesso studio ha dimostrato che nei topi gli alcaloidi dell’ashwagandha possono incrementare la tossicita della
metamfetamina e del metrazolo.

Ratti trattati con ashwagandha per un periodo compreso tra 10 e 14 giorni hanno sviluppato disturbi renali (calcoli renali e dege-
nerazione tubulare), epatici (degenerazione centrilobulare) e respiratori (edema peribronchiale e perivenoso) “°.

Recentemente ¢ stato riportato in letteratura il caso di una donna di 32 anni che ha manifestato i sintomi di una tireotossicosi,
in seguito all’assunzione di ashwagandha per il trattamento della sindrome da fatica cronica, risoltosi spontaneamente alla
sospensione del trattamento. Questo caso, pur non trovando altri riscontri in letteratura, viene confermato da studi su animali

nei quali I’effetto tireotossico dell’ashwagandha ¢ stato imputato ad incremento degli ormoni tiroidei ®”.

Interazioni farmacologiche

La Withania somnifera puo avere un effetto sedativo.
Potenziali interazioni farmacologiche possono verificarsi con:
* anticonvulsivanti

* antipsicotici

* benzodiazepine



* barbiturici (fenobarbital)
* fenitoina

* primidone

* antidepressivi triciclici

* acido valproico

* zolpidem

Pertanto ¢ consigliabile non associare derivati della pianta a farmaci che deprimono il sistema nervoso centrale e sospenderne

I’assunzione in prossimita di eventuali interventi chirurgici che prevedono I’anestesia generale ®.

Effetti in gravidanza
L American Herbal Products Association ha assegnato 1’ashwagandha alla classe 2b (da non usare in gravidanza)®. La pianta
puo avere un possibile effetto abortivo 2.

DETERMINAZIONI ANALITICHE

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DI WITANOLIDI IN PARTI DELLA PIANTA DI Withania
somnifera (tratto da: GANZERA M., CHOUDHARY MI., KHAN IA. Quantitative HPLC analysis of withanolides in
Withania somnifera. Fitoterapia. 2003; 74: 68-76)?.

Lanalisi viene eseguita su polvere di radice, foglie e tronco di Withania somnifera e su prodotti commerciali contenenti parti

della pianta mediante cromatografia liquida associata alla spettrometria di massa.

Estrazione del campione
Un grammo di polvere di materiale derivante dalla pianta o da prodotti commerciali viene estratto tre volte con 3 ml di meta-

nolo e sonicato per 10 minuti. Dopo centrifugazione a 3000 rpm per 5 minuti, 1’estratto viene prelevato e portato ad un volume
finale di 10 ml con alcol metilico. I prodotti commerciali di natura liquida sono diluiti 1:1 con alcol metilico. Tutti i campioni

sono filtrati prima di essere analizzati.

Condizioni analitiche

Colonna cromatografica: Synergi MAX-RP 80 (150 mm x 4,6 mm x 4 um)

Fase mobile A: Acqua

Fase mobile B: alcol metilico: reagente alcolico (etanolo,metanolo,isopropanolo 90,6:4,5:4,9, v/v/v) 1:1, v/v
Modalita di separazione: gradiente (fase mobile A 65% tempo zero a 55% in 25 minuti)

Flusso: 1 ml /min

Volume di iniezione: 10 pl

Modalita di massa: elettrospray (ESI)

Voltaggio di ionizzazione: 50 V

Voltaggio della sorgente: 3 Kv

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate

Witaferina A: 14,2 minuti
Witanolide D: 17,2 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate
Witaferina A: m/z 488, 417, 399
Witanolide D: m/z 488, 453, 288



Standard
La witaferina A e il witanolide D utilizzati per le analisi sono stati acquistati presso la ditta Chromadex (LGC Promochem s.r.l.,

Sesto San Giovanni, Milano,Italia).

CURVA DI CALIBRAZIONE

Due milligrammi di ogni standard sono disciolti in alcol metilico (soluzione standard). Cinque punti di calibrazione (range: 400
ng/ml — 1,6 pg/ml) sono preparati per diluizione della soluzione standard in alcol metilico. I campioni vengono analizzati

mediante un cromatografo liquido accoppiato alla spettrometria di massa monitorando i loro ioni caratteristici.

RISULTATI

Lanalisi della radice, del fusto e delle foglie di Withania somnifera hanno confermato la presenza della witaferina A e del wita-
nolide D in tutte le parti della pianta ma con una differenza significativa nel loro rapporto. Nella radice, il witanolide D risulta
essere presente in percentuale maggiore (0,193% vs 0,066%). Questo ¢, invece, presente in percentuale minore nelle foglie
rispetto la witaferina A (0,003% vs 0,238%). Nel fusto la percentuale dei due composti ¢ per entrambi bassa (0,007% per il wita-
nolide D e 0,048% per la witaferina A). Nei prodotti commerciali analizzati sono stati rilevati entrambi i composti. Nei prodot-
ti solidi, la quantita della witaferina A varia da 0,003% a 0,051% mentre la quantita di witanolide D varia dallo 0,006% a
0,049%. Nei prodotti commerciali liquidi, la quantita della witaferina A ¢ nel range 0,027-0,065% e quella del witanolide D
varia dallo 0,238% al 0,364%.

Bibliografia generale

1. AUTORI NON RIPORTATI. Withania somnifera. Monograph Altern Med Rev. 2004; 9: 211-214.
2. GANZERA M, CHOUDHARY MI, KHAN IA. Quantitative HPLC analysis of withanolides in Withania somnifera. Fitoterapia. 2003; 74: 68-76.
3. KHAJURIA RK, SURI K, GUPTA RK, SATTI NK, SURI OP, QAZI GN. Separation, identification, and quantification of selected withanolides in plant
extracts of Withania somnifera by HPLC-UV(DAD) — positive ion electrospray ionisation-mass spectrometry. J Sep Sci. 2004; 27: 541-546.
4. MISHRA LC, SING BB, DAGENALIS S. Scientific basis for the therapeutic use of Withania somnifera (ashwagandha): a review. Altern Med Rev. 2000; 5:
334-346.
5. SENATO DELLA REPUBBLICA- Legislatura 13°- Disegno di legge n.249. Norme in materia di erboristeria e di piante officinali.
6. HEALTH CANADA- Substances in cosmetics and personal care products regulated under the food and drugs act (F&DA) that were in commerce between
January 1, 1987 and September 13, 2001.
7.RAMARAO P, RAO KT, SRIVASTAVA RS GHOSAL 8. Effects of glycowithanolides from Withania somnifera on morphine-induced inhibition of intesti-
nal motility and tolerance to analgesia in mice. Phytotherapy Res. 1995; 9: 66-68.
8. IUVONE T, ESPOSITO G, CAPASSO F, IZZO AA. Induction of nitric oxide synthase expression by Withania somnifera in macrophages. Life Sci. 2003;
72:1617-1625.
9. UMA DEVI P. Withania somnifera Dunal (ashwagandha): potential plant source of a promising drug for cancer chemotherapy and radiosensitization. Indian
J Exper Biol. 1996; 34: 927-932.
10. MOHAN R, HAMMERS HJ, BARGAGNA-MOHAN P, ZHAN XH, HERBSTRITT CJ, RUIZ A, ZHANG L, HANSON AD, CONNER BP, ROUGAS J,
PRIBLUDA VS. Withaferin A is a potent inhibitor of angiogenesis. Angiogenesis. 2004; 7: 115-122.
11. FUSKA J, FUSKOVA A, ROSAZZA JP, NICHOLAS AW. Novel cytotoxic and antitumor agents. IV. Withaferin A: relation with its structure to the in vitro
cytotoxic effects on P388 cells. Neoplasma. 1984; 31: 31-36.
12. JAYAPRAKASAM B, ZHANG Y, SEERAM NP, NAIR MG. Growth inhibition of human tumor cell lines by withanolides from Withania somnifera lea-
ves. Life Sci. 2003; 74: 125-132.
13. LINDNER S. Withania somnifera. Aust ] Med Herbalism. 1996; 8: 78-82.
14. CHOWDHURY K, NEOGY RK. Mode of action of Withaferin A and Withanolide D. Biochem Pharmacol. 1975; 24: 919-920.
15. KULKARNI RR, PATKI PS, JOG VP, GANDAGE SG, PATWARDHAN B. Treatment of osteoarthritis with a herbomineral formulation: a double-blind,
placebo-controlled, cross-over study. J Ethnopharmacol. 1991; 33: 91-95.
16. KULKARNI SK, SHARMA A, VERMA A, TICKU, MK. GABA receptor mediated anticonvulsant action of Withania somnifera root extract. Indian Drugs.
1993; 30: 305-312
17.BEGUM YV, SADIQUE J. Effect of Withania somnifera on glycosaminoglycan synthesis in carrageenan-induced air pouch granuloma. Biochem Med
Metabol Biol. 1987; 38: 272-277.
18. SOMASUNDARAM S, SADIQUE J, SUBRAMONIAM A. Influence of extra-intestinal inflammation on the in vitro absorption of 14C-glucose and the
effects of anti-inflammatory drugs in the jejunum of rats. Clin Exp Pharmacol Physiol. 1983; 10: 147-152.
19. DHULEY JN. Therapeutic efficacy of ashwagandha against experimental aspergillosis in mice. Immnopharmacol Immunotoxicol. 1998; 20: 191-198.



20. OWAIS M, SHARAD KS, SHEHBAZ A, SALEEMUDDIN M. Antibacterial efficacy of Withania somnifera (ashwagandha) an indigenous medicinal plant
against experimental murine salmonellosis. Phytomedicine. 2005; 12: 229-235.

. TRIPATHI AK, SHUKLA YN, KUMAR S. Ashwagandha (Withania somnifera Dunal - Solanaceae): A status report. J Med Aromatic Plant Sci. 1996; 1:
46-62.

22. ROJA G, HEBLE MR, SIPAHIMALANI AT Tissue cultures of Withania somnifera: morphogenesis and withanolide synthesis. Phytotherapy Res. 1991; 5:
185-187.

23. SCHLIEBS R, LIEBMANN A, BHATTACHARYA SK, KUMAR A, GHOSAL S, BIGL V. Systemic administration of defined extracts from Withania
somnifera (Indian ginseng) and shilajit differentially affects cholinergic but not glutamatergic and gabaergic markers in rat brain. Neurochem Int. 1997;
30: 181-190.

24. SHARADA AC, SOLOMON FE, & UMA DEVI P. Toxicity of Withania somnifera root extract in rats and mice. Indian J Pharmacog. 1993; 31: 205-212.

25. MALHOTRA CL, MEHTA VL, DAS PK, DHALLA NS. Studies on Withania- ashwagandha, Kaul (Part V): The effect of total alkaloids (ashwagandholi-
ne) on the central nervous system. Indian J Physiol Pharmacol. 1965; 9: 127-136.

26. ARSECULERATNE SN, GUNATILAKA AAL, PANABOKKE RG. Studies on medicinal plants of Sri Lanka. Part 14: toxicity of some traditional medi-
cinal herbs. J Ethnopharmacol. 1985; 13: 323-335.

27. VAN DER HOOFT CS, HOEKSTRA A, WINTER A, DE SMET PA, STRICKER BH. [Thyrotoxicosis following the use of ashwagandha]. Ned Tijdschr
Geneeskd. 2005; 149: 2637-2638.

28. HARNESS R, BRATMAN S. Drug-Herb-Vitamin Interactions Bible. Ed. Prima.

29. MCGUFFIN M, HOBBS C, UPTON R. Botanical Safety Handbook. CRC Press, Boca Raton, FL; 1997.

2

—_



Artemisia absinthium

(Assenzio)

Nome: Artemisia absinthium

Famiglia: Compositae

Genere: Artemisia L

Specie: Artemisia absinthium L

Sinonimi: artemisia maggiore, artemisia romana, alvina, bon maistro, cinz dragon, erba branca, mede-
ghetto, megu, scienzio

Provenienza: Europa (cresce spontanea particolarmente in Italia).

Principio attivo: o~ ¢ B-tujone, absintina. Il tujone € un principio attivo contenuto anche nella Salvia
Officinalis.

I principi attivi sopra menzionati si trovano soprattutto nelle foglie, negli steli e nelle sommita fiorite della pianta. Co- ed il B-
tujone, dei monoterpeni, sono molecole entrambe presenti nell’olio essenziale e nelle porzioni aeree dell’ Artemisia absinthium,
della Salvia sclarea, del Tunacetum vulgaris e nelle varie specie di ginepro e cedro. Il rapporto tra 1’0~ ed il B-tujone varia secon-
do la fonte vegetale da cui vengono estratti. Nell’ Artemisia absinthium le concentrazioni di o~ e B-tujone, sono pari a 0,53-
1,22%, e 17,5-42,3%, rispettivamente . Basandosi su dati raccolti intorno al IX secolo, risulta che il liquore assenzio, cosi come
veniva preparato a partire dall’Artemisia absinthium proprio alla fine del IX secolo, contenesse circa 260 ppm di tujone (260
mg/l). Anche alcuni autori ritengono oggi che 1’assenzio, cosi come veniva preparato nel IX secolo, contenesse un quantitativo
elevato di tujone ®. Analisi recenti, tuttavia, non hanno confermato tale ipotesi, rilevando in liquori datati (1930) e preparati
secondo le ricette originali, valori di tujone estremamente piu bassi (~1,8 mg/l)®.

La (+)-absintina, ¢ stata isolata nel 1953 quando ¢ stata anche classificata come il principale guaianolide dimerico estratto
dall’ Artemisia absinthium L. La completa struttura molecolare di questo triterpene ¢ stata tuttavia completata solo nel 1980, uti-
lizzando tecniche quali la risonanza magnetica nucleare e la cristallografia ai raggi-X®. L’absintina ¢ responsabile del sapore

estremamente amaro della pianta.
Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

Nome: Tujone (absintolo).
Formula Molecolare: C,,H,;O (peso molecolare= 152,2).

zH . . . o e
z Nome sistematico: 4-metil-1-(1-metiletil)biciclo[3.1.0]-esan-3-one;3-
] .

N tujanone.
Numero di registro CAS: 546-80-5.
Punto di fusione: Non sono presenti in letteratura dati relativi al punto di
fusione di questo composto.

H.C CH UVmax: in isoottano, 300 mn.

Solubilita: praticamente insolubile in acqua, solubile in alcol e diversi altri
solventi organici®.

Nome: Absintina.

Formula Molecolare: C;,H,,0, (peso molecolare: 496,6).

Nome sistematico: absintina.

Numero di registro CAS: 1362-42-1.

Punto di fusione: 179-180°C.

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’'UVmax di questo
composto.

Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di que-

sto composto.
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Uso storico

Le proprieta officinali dell’ Artemisia absinthium erano conosciute ed utilizzate fino dall’antichita: sembra infatti che la pianta
venga addirittura citata in un papiro egiziano del 1600 a.C.

Plinio e Plutarco, dal canto loro, nel 150 a.C. riferiscono come 1’assenzio venisse utilizzato in qualita di insetticida per i campi.
Tuttavia le foglie ed i fiori dell’ Artemisia absinthium sono soprattutto conosciuti in qualita di ingredienti utilizzati per la prepa-
razione di un liquore particolare, conosciuto, appunto, con il nome di assenzio . Storicamente, I’inventore del liquore fu un
medico francese, Pierre Ordinaire, che nel 1792, dopo essere fuggito dalla Rivoluzione Francese, si stabili a Couvet, in Svizzera.
Come molti medici di campagna, egli preparava da solo i rimedi contro le pit comuni malattie utilizzando erbe officinali. In
Svizzera trovo 1’assenzio maggiore (Artemisia absinthium) e conoscendo 1’uso di tale pianta nei tempi antichi, inizio a speri-
mentarlo. Il Dr. Ordinaire distillo un forte liquore (circa 60°di volume alcolico) contenente oltre all’assenzio anche anice, isso-
po, dittamo, acoro, melissa (un tipo di menta) ¢ svariate quantita di altre erbe comuni. Il suo assenzio divenne estremamente
famoso come toccasana a Couvet e fu denominato gia da allora la Fée Verte (La Fata Verde). Si dice che alla sua morte Ordinaire
lascio la sua ricetta segreta alle sorelle Henriod, anch’esse di Couvet, ma alcuni credono che le sorelle producessero il loro
assenzio gia molto prima di Pierre Ordinaire. Nel XIX secolo molte distillerie comparvero in Francia e in Svizzera producen-
do marchi diversi di assenzio e tale liquore divenne poi noto per la popolarita che ebbe in Francia tra gli scrittori ed artisti pari-
gini alla fine del XIX secolo e all’inizio del XX .

Lassenzio fu I’ispirazione del modo di vivere bohemienne ed era la bevanda preferita di artisti famosi, come ad esempio Van
Gogh e Toulouse Lautrec. Il liquore non veniva, di solito, bevuto “d’un fiato”, ma consumato dopo un rituale abbastanza ela-
borato nel quale uno specifico cucchiaio scanalato contenente un cubetto di zucchero era posto sopra un bicchiere, e dell’acqua
ghiacciata veniva versata sopra di esso sino a raggiungere un volume pari a cinque volte quella del liquore. Gli accessori utiliz-
zati nei locali dell’epoca erano estremamente stravaganti: i bicchieri ed i cucchiaini dalle fogge bizzarre davano al rito del bere
un’atmosfera fascinosa e piena di mistero.

11 successo dell’assenzio in Europa fu clamoroso, ma altrettanto rapido fu poi il suo declino: scomparve da tutti i mercati
d’Europa e d’oltre oceano in poco piu di un decennio. Le ragioni di cid furono essenzialmente tre: innanzitutto il forte movi-
mento che si batteva contro 1’alcolismo e che attraverso tutta I’Europa nei primi anni del ‘900; poi gli studi scientifici che indi-
viduarono il tujone quale neurotossina in grado di provocare convulsioni e morte negli animali di laboratorio; infine la pressio-

ne esercitata dai produttori di vino francesi che temevano la crescente popolarita dell’assenzio.

Uso attuale

11 liquore ¢ conosciuto in Europa con nomi diversi: in Francia, sua patria naturale, ¢ conosciuto con il nome di absinthe, in
Inghilterra con il nome di wormwood, in Germania con il nome di wermuth, in Italia con il nome di assenzio, appunto. Il ver-
mut prodotto in Piemonte deve il suo nome proprio all’assenzio (dal tedesco Wermuth) che viene usato nella sua preparazione,
e che conferisce al vino un particolare aroma ed uno speciale sapore amaro.

Labsinthe ha solitamente un colore verde pallido (di qui il nome “Fata verde”) ed ha un sapore simile ad un liquore a base di
anice, ma con un aroma piu aspro dovuto alle molte erbe usate, ed un retrogusto leggermente amaro. Il contenuto alcolico della
bevanda ¢ estremamente elevato (tra il 45 ed il 90%).

La “fatina verde”, questo liquore che sa d’alchimia, la cui fama ¢ stata alimentata dalla passione d’intere generazioni d’arti-
sti, sta di nuovo risvegliando ’interesse di una nuova schiera di consumatori, attirati soprattutto dal mito legato all’utilizzo
del liquore. Cosa puo attrarre di piu, infatti, di una bevanda descritta e rappresentata da artisti famosi e popolari quali Van

Gogh, Toulouse Lautrec, Hemingway, Oscar Wild, Picasso.

Legislazione

In Italia, la monarchia vieto I'assenzio dopo un referendum nel 1931, ma il decreto legislativo del 25 gennaio 1992 N. 107®, a
dispetto di un articolo di legge mai abrogato, sembra consentire la vendita dell'assenzio in Italia (in e-commerce), per soddi-
sfare la libera circolazione delle merci in ambito dell’Unione Europea. A livello europeo, 1’Allegato II della Direttiva
88/388/EEC" sugli aromatizzanti fissa a 0,5 mg/Kg il massimo livello consentito di tujone (o e B) nelle derrate alimentari

e nelle bevande cui sono stati aggiunti aromatizzanti o ingredienti alimentari con proprieta aromatizzanti. Fanno eccezione,

o



essendo consentiti livelli maggiori di tujone: 1) le bevande alcoliche con non piu del 25% in volume di alcol (5 mg/Kg); 2)
le bevande alcoliche con piu del 25% di alcol in volume (10 mg/Kg); le derrate alimentari contenenti preparazioni a base di
salvia (25 mg/Kg), le birre (35 mg/Kg). Il tujone non puo essere aggiunto come tale al cibo. La Francia e la Gran Bretagna
hanno fissato il quantitativo massimo giornaliero di tujone che puo essere assunto da un individuo. In Francia, tale quanti-
tativo € tra 1 15,6 e 44,3 ng/Kg peso corporeo/die. La Gran Bretagna, invece, ha fissato livelli piu bassi, e pari, rispettiva-
mente, a 3,9 e 14,2 ug/Kg peso corporeo/die. Tali valori sono stati ricavati in funzione dei limiti massimi proposti dal
Consiglio d’Europa nel 2000. 11 maggior apporto alimentare di tujone sembra derivare dal consumo di Salvia officinalis (o
dai prodotti aromatizzati con la salvia) nonché dalle bevande alcoliche.

In Francia, il Decreto 88-1.024 del 2 Novembre 1988 ha confermato la Legge 16 Marzo 1915 ristabilendo il divieto di ven-
dita dell'assenzio e di liquori similari ed elencando le sostanze la cui presenza pone il liquore nella medesima categoria di
divieto dell’assenzio.

Negli Stati Uniti I’assenzio inteso come bevanda tradizionale ¢ proibito a causa del contenuto in tujone. Il tujone ¢ proibito come
additivo alimentare in accordo alla sezione 801° del Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (agosto 1972) .

Proprieta farmaco-tossicologiche

Dall’assenzio si estrae un olio essenziale contenente lattoni sesquiterpenici quali absintina, anabsintina, artabsina, anabsina e
anabsinina ai quali si possono ascrivere le proprieta farmacologiche della pianta. La tossicita dell’assenzio ¢ invece da attribui-
re al monoterpene tujone e ai suoi metaboliti.

Sono stati identificati due metaboliti urinari neutri: il 3--idrossi-o-tujano e il 3-B-idrossi-f-tujano. Questi metaboliti indi-
cano che la reazione di riduzione ¢ stereospecifica, in virtu della differente configurazione dei due gruppi metilici. Inoltre
esperimenti effettuati su microsomi di topo hanno mostrato come nel metabolismo I’o-tujone generi un metabolita principa-
le, il 7-idrossi-o-tujone e cinque metaboliti secondari (4-idrossi-o-tujone, 4-idrossi-B-tujone, 8-idrossi-a-tujone, 10-idrossi-
a-tujone ed il 7,8-deidro-o-tujone) V.

Le reazioni stereospecifiche e le differenze specie-specifiche nel metabolismo dei diastereoisomeri del tujone sono state osser-
vate nei microsomi epatici di ratto, topo ¢ uomo in vitro, mentre in vivo solo su ratto e topo. La 2-idrossilazione ¢ stata osser-
vata solamente nel topo, dove il metabolita coniugato rappresenta il maggior metabolita urinario. La 4-idrossilazione dell’o- e
B-tujone rappresenta un’altra via metabolica ed il 4-idrossi-tujone ¢ il principale metabolita urinario nel ratto. La 7-idrossilazio-
ne genera nelle urine di topo un metabolita coniugato secondario. La sito-specificita nella glucuronidazione favorisce la coniu-
gazione del (2R)-9-idrossi ¢ 4-idrossi-tujone glucuronide rispetto agli altri idrossitujoni®.

Nella medicina popolare 1’assenzio ¢ stato utilizzato nella cura dei sintomi dispeptici, oltre che come eupeptico (sostanza di
intenso sapore amaro che favorisce la digestione) e carminativo (sostanza che favorisce 1'eliminazione di gas dallo stomaco ¢
dall’intestino) .

Lassenzio possiede anche proprieta antimicrobiche. In un recente studio ¢ stata osservata la capacita dell’olio essenziale di ini-
bire la crescita di Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae ™.

Lassenzio esercita inoltre un effetto protettivo nei confronti di insulti tossici a carico del fegato che sembra essere parzialmen-
te associato all’inibizione degli enzimi microsomiali epatici. Uno studio effettuato sui ratti ha evidenziato che I’estratto crudo
della pianta somministrato per via orale alla dose di 500 mg/kg ¢ in grado di esercitare sui roditori un’azione preventiva e cura-
tiva nei confronti del danno epatico indotto da paracetamolo e da tetracloruro di carbonio (CCly), due modelli sperimentali di
epatotossicita ampiamente utilizzati .

Altri effetti biologici determinati dal tujone derivano da studi effettuati su colture di cellule embrionali di fegato di pollo. Da
questi studi si evince che il tujone ¢ porfirogenico (causa un accumulo di copro- e protoporfirina) e puo essere responsabi-
le di porfiria acuta. accumulo di porfirina indotto dal terpene viene ulteriormente incentivato dalla contemporanea sommi-
nistrazione di desferossamina, un chelante per il ferro che inibisce la biosintesi dell’eme e mima il blocco che si verifica nei
casi di porfiria acuta. Da questi studi risulta pertanto che la somministrazione di tujone puo essere pericolosa in pazienti con
deficit nella biosintesi dell’eme a livello epatico .



Tossicita

Nonostante presente in quantita minori rispetto al B-tujone, il principale responsabile degli effetti psicoattivi e tossici dell’as-
senzio ¢ considerato I’o-tujone.

La neurotossicita dell’a-tujone ¢ stata associata alla sua capacita di bloccare a livello cerebrale i recettori dell’acido y-amino-
butirrico (GABA). In particolare uno studio condotto da Hold e coll. "V ha dimostrato che il tujone agisce da antagonista dei
recettori GABA . L o-tujone ¢ circa 2-3 volte piu attivo e quindi pit tossico del B-tujone. Per quanto meno potenti dell’ oi-tujo-
ne, i metaboliti 7-idrossi-0-tujone e deidro-ct-tujone manifestano anch’essi effetti neurotossici. La riduzione dell’attivita gaba-
ergica prodotta dall’c-tujone contenuto nell’assenzio sembra favorire 1’insorgenza di scariche elettriche neuronali anomale
responsabili di manifestazioni cliniche di tipo comiziale "', E stato ipotizzato che I’attivita pro-convulsivante dell’oi-tujone
possa essere correlata anche ad una riduzione della risposta del recettore 5-HT3 per la serotonina"”.

Il tujone, inoltre, in virtu della somiglianza strutturale col delta-9-tetraidrocannabinolo, principio attivo psicotropo della can-
nabis, possiede una lieve affinita per i recettori dei cannabinoidi senza tuttavia indurre effetti cannabis-mimetici .

La comparsa di effetti tossici ¢ concentrazione-dipendente. Estratti di assenzio somministrati per 13 settimane al ratto nel-
I’acqua da bere ad una concentrazione inferiore al 2% (equivalente a 1,27 g/Kg/die nei maschi e 2,06 g/Kg/die nelle femmi-
ne) non producono effetti tossici"”.

L' Unione Europea nel 2002 ha redatto un documento circa la sicurezza nell’utilizzo di bevande alcoliche o alimenti contenenti
aromatizzanti a base di tujone. In questo contesto si ¢ stabilito che il consumo di 1 litro di una bevanda alcolica (25 % di alcol)
contenente 5 mg/l di tujone determina in un adulto di 60 Kg di peso 1’assunzione di una dose di tujone pari a 4,8 mg (0,08
mg/kg). Questi valori sono 100 volte inferiori a quelli stabiliti negli studi di NOEL (No Obseved Effect Level) sul ratto (NOEL

per le convulsioni nel ratto maschio: 12 mg/Kg)®.

Dati relativi alla tossicita acuta del tujone  Nel coniglio la DL50 dopo somministrazione endovenosa ¢ 0,031 mg/Kg
Nel ratto la DL50 dopo somministrazione orale ¢ di 500 mg/Kg

Effetti avversi

I sintomi associati ad intossicazione acuta sono rappresentati da convulsioni (da scariche neuronali corticali), ipotensione da
vasodilatazione generalizzata, diminuzione del ritmo cardiaco ed difficolta respiratorie.

In passato (XIX e del XX secolo), I’abuso cronico di absinthe (il liquore a base di assenzio) ¢ stato accusato di essere il princi-
pale responsabile dell’insorgenza di una sindrome definita col nome di “absintismo”, caratterizzata da una iniziale sensazione
di benessere cui facevano seguito allucinazioni ed un profondo stato depressivo. All’uso prolungato di assenzio veniva inoltre
ascritta I’insorgenza di convulsioni, cecita, allucinazioni e deterioramento mentale. Caratteristico ¢ il caso di Vincent van Gogh
che negli ultimi anni della sua vita ha sperimentato allucinazioni, che sono state attribuite alla psicosi da cui era affetto. In real-
ta ¢ stato verificato che I’artista era un forte bevitore di absinthe ed aveva probabilmente sviluppato la sindrome dell’absinti-
smo, presumibilmente responsabile dei comportamenti anomali assunti dall’artista®”.

Tuttavia, studi recenti indicano che il reale contenuto di tujone nel liquore preparato secondo la ricetta originale non ¢ sufficien-
te a provocare gli effetti tossici che si manifestano in seguito ad assunzione cronica. Gli autori di queste ricerche suggeriscono
che gli “effetti non desiderati” osservati all’epoca potrebbero essere in realta derivati dall’abuso cronico di alcol contenuto nel
liquore, dalla miscela di alcune erbe tossiche (Acorus calamus, Tanacetum vulgare) che venivano utilizzate come adulteranti del
liquore, o ancora, all’uso di adulteranti quali zinco o cloruro di antimonio ®.

Sebbene dunque i risultati degli studi effettuati sembrano dare ragione del fatto che il contenuto di tujone nel liquore di assen-
zio sia piuttosto basso, occorre sottolineare tuttavia che esistono oggi diversi casi clinici in cui viene riportato il manifestarsi di
effetti avversi (attacchi epilettici) in individui che hanno assunto olio essenziale contenente tujone .

E stato riportato un caso clinico riferito ad un paziente ospedalizzato a causa di episodi convulsivi associati a rabdomiolisi,
insufficienza renale e scompenso cardiaco congestizio in seguito all’assunzione erronea di 10 ml di olio essenziale di assenzio.

La sintomatologia ¢ regredita insieme ad una normalizzazione dei parametri di laboratorio dopo 17 giorni di degenza®".
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Interazioni farmacologiche

Negli animali da laboratorio, gli estratti di assenzio sono in grado di esercitare un effetto inibitorio sugli enzimi microsomiali
epatici e possono prolungare il sonno indotto dal pentobarbital e incrementare la tossicita della stricnina .

Poiché il tujone contenuto nell’assenzio puo ridurre 1’efficacia clinica del fenobarbital, con un meccanismo non ancora chiari-

to, I’associazione con tale farmaco sarebbe da evitare .

Effetti in gravidanza
L American Herbal Products Association ha assegnato I’assenzio alla classe 2b (non usare in gravidanza), 2¢ (non usare duran-

te I’allattamento) e 2d (non usare per lunghi periodi e non superare la dose consigliata) .

DETERMINAZIONI ANALITICHE

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DEL TUJONE IN BEVANDE A BASE DI Artemisia

absinthium: (metodologia messa a punto nei Laboratori dell’Unita “Farmacodipendenze, tossicodipendenze e doping del
Dipartimento del Farmaco dell’Istituto Superiore di Sanita)

L'analisi viene eseguita su bevande di Artemisia absinthium mediante gas cromatografo accoppiato allo spettrometro di massa.

Estrazione del campione
Ad 1 ml di campione si aggingono 50 pl di idrossido di sodio 1N pH 9. Dopo aver agitato il campione su un vortex per 1 minu-

to circa si esegue una estrazione liquido-liquido con 2 ml di etere dietilico. Successivamente si centrifuga il campione a 3000
rpm per 15 minuti e si raccoglie la fase organica. Il procedimento di estrazione con etere dietilico viene ripetuto per due volte.
La fase organica raccolta si trasferisce in un tubo di vetro, e viene portata a secco sotto flusso di azoto. Lessiccato cosi forma-
to, si riprende con 200 pl di esano. Il campione (2ul) viene iniettato in un gas cromatografo accoppiato ad uno spettrometro di

massa.

Condizioni strumentali

Colonna capillare: SMS (0,25 mm x 30 m x 0,25 um)
Temperatura Iniettore: 250°C

Gas: Elio a 11,60 psi

Modalita di iniezione: Splitless

Flusso: 1 ml/min

Programmata di temperatura: 60°C per un minuto, 60°C-240°C a 4 C°/min, 240°C per cinque minuti

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
Tujone: 5,8 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate

Tujone: m/z : 110, 68, 55

Standard

Lo standard di tujone utilizzato per le analisi ¢ stato acquistato presso la ditta Sigma-Aldrich (Milano-Italia)

CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard degli analiti (1 mg/ml) vengono preparate in alcol metilico. Le soluzioni standard di lavoro (range di con-
centrazioni di 1-100 pg/ml) sono preparate diluendo le soluzioni madri e conservandole a -20°C fino al momento dell'analisi.

Lo standard interno viene usato ad una concentrazione di 100 pg/ml. Gli standard di calibrazione (con range di concentrazioni
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tra 50 e 1000 pg/ml per il tujone) vengono preparati quotidianamente aggiungendo le soluzioni metanoliche a concentrazione
nota a campioni di liquido precedentemente testati come drug-free. I campioni utilizzati per il controllo di qualita vengono pre-
parati aggiungendo le soluzioni metanoliche a campioni di liquido precedentemente testati come drug-free. Questi campioni
vengono inseriti in ciascun batch analitico per controllare la calibrazione, la precisione, 1'accuratezza e la stabilita di campioni
sottoposti a conservazione.

Lanalisi quantitativa ¢ stata effettuata comparando i picchi identificati dallo ione m/z 110 dello standard di Tujone a concentra-
zione nota con lo ione m/z 110 del Tujone ottenuto dai campioni.

RISULTATI

Lanalisi di diversi campione liquidi con la metodologia sopra riportata ha evidenziato una quantita di principio attivo variabile
a seconda del prodotto da un minimo di 0,014 mg/l ad un massimo di 28,5 = 1,6 mg/1 per un prodotto distillato.
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Ayahuasca

(Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis)

Banisteriopsis caapi Psychotria viridis

Nome: Banisteriopsis caapi (Spr. ex Briesb) Nome: Psychotria viridis

Famiglia: Malpighiaceae Famiglia: Rubiaceae

Genere: Banisteriopsis L Genere: Psychotria

Specie: Banisteriopsis caapi (Spr. ex Griesb) Specie: Psychotria viridis

Sinonimi: Daime, Yajé, Natema Sinonimi: chacruna

Provenienza: regioni tropicali dell’America Meridionale Provenienza: foreste pluviali dell’ America Meridionale.

Principio attivo: N, N-dimetiltriptamina (Psychotria viridis); armina, tetraidroarmina, armalina (Banisteriopsis caapii).

Con il termine “Ayahuasca” le popolazioni indigene del bacino del Rio delle Amazzoni sono soliti indicare una bevanda dai
poteri magici ¢ curativi, che viene prodotta miscelando diverse piante: classicamente si tratta di un decotto a base di
Banisteriopsis caapi e Psychotria viridis. Le due piante si distinguono per il contenuto di principi attivi: mentre la Psychotria
viridis contiene dimetiltriptamina (DMT), la Banisteriopsis caapi contiene alcaloidi dell’armala (Peganum harmala o Ruta
siriana): armina, tetraidroarmina, armalina. Gli indigeni sono soliti utilizzare, per la preparazione del decotto, la porzione
lignificata e polverizzata delle liane di Banisteriopsis caapi assieme alle foglie di Psychotria viridis. Dall’analisi fitochimi-
ca delle due specie, risulta come il contenuto medio di principi attivi sia il seguente: 1) Psychotria viridis: DMT pari a 7,50
mg/g peso secco della pianta; 2) Banisteriopsis caapi: armina, 4,83 mg/g peso secco della pianta; armalina, 0,46 mg/g peso
secco della pianta; tetraidroarmina, 1,00 mg/g peso secco della pianta®. Dall’analisi di 29 decotti preparati secondo le ricet-
te tradizionali indigene, invece, sono state ricavate le seguenti concentrazioni medie di principi attivi: DMT, 2,09+3,43
mg/ml; armina, 4,954+5,91 mg/ml; armalina 0,23+0,27 mg/ml; tetraidroarmina 4,71+£6,01 mg/ml. Il rapporto medio tetrai-
droarmina/armina nei decotti ¢ vicino all’unita, mentre negli estratti puri delle piante ¢ pari a 1:5. Non ¢ chiaro se tale discre-
panza sia da attribuire alla riduzione dell’armina e dell’armalina a tetraidroarmina durante la preparazione dei decotti in
ambiente naturalmente acido, o se, semplicemente, la tetraidroarmina ¢ piu stabile al calore rispetto agli altri due alcaloidi®. La
DMT ¢ una molecola dalle proprieta allucinogene, facilmente e rapidamente inattivata dagli enzimi endogeni monoamino-
ossidasi (MAO); gli alcaloidi dell’armala, e cio¢ I’armina, la tetraidroarmina e 1’armalina, invece, sono dei MAO inibitori.
Per tale motivo, solo dalla miscela delle due piante nell’ Ayahuasca deriva il manifestarsi delle visioni/allucinazioni a segui-
to dell’assunzione del decotto.



Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:
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Nome: Armina

Formula Molecolare: C;H,;,N,O (peso molecolare: 212,2).
Nome sistematico: 7-metossi-1-metil- 9H-Pirido (3,4-b) indolo.
Numero di registro CAS: 442-51-3.

Punto di fusione: 273°C.

UVmax: 241,301, 336 nm.

Solubilita: solubile in acqua calda.

Nome: Armalina.

Formula Molecolare: C;H,,N,O (peso molecolare: 214,2).

Nome sistematico: 4,9-diidro-7-metossi-1-metil -3H-pirido(3,4-b)indolo.
Numero di registro CAS: 304-21-2.

Punto di fusione: 229-231°C

UVmax: 218, 260, 376 nm.

Solubilita: debolmente solubile in acqua ,alcol etilico, etere. Solubile in
alcol etilico caldo.

Nome: Tetraidroarmina.

Formula Molecolare: C,;H,;,N,O (peso molecolare:216,2).

Nome sistematico: 1,2,3,4-tetraidro-7-metossi-9H-Pirido(3,4-b)indolo-1-
metil-idrocloruro.

Numero di registro CAS: 40959-16-8.

Punto di fusione: 232-243°C.

UVmax: non esistono dati in letteratura riguardanti ’'UVmax di questo
composto.

Solubilita: non esistono dati in letteratura riguardanti la solubilita di que-

sto composto.

Nome: N,N-dimetiltriptamina (DMT).

Formula Molecolare: C,,H (N, (peso molecolare: 188,2) .
Nome sistematico: N-Dimetil-1H-indolo-3-ctilamina.
Numero di registro CAS: 61-50-7.

Punto di fusione: 44,6-46,8°C.

UVmax: 279-288 nm.

Solubilita: solubile in acido acetico.



Uso storico

Uso storico: Il popolo indigeno del bacino del Rio delle Amazzoni utilizza da tempo immemorabile il decotto della porzione
lignificata e polverizzata delle liane di Banisteriopsis caapi e delle foglie di Psychotria viridis per cerimonie religiose e per
scopi magico-terapeutici. Il pit antico oggetto conosciuto legato al cerimoniale dell’ Ayahuasca ¢ una coppa ricavata da una pie-
tra intagliata e decorata con incisioni, trovata nella foresta ecuadoregna ¢ legata alla cultura Pastaza (500 a.c. - 50 d.c.). Cio

dimostra come 1’ Ayahuasca sia conosciuta ed utilizzata da almeno 2500 anni.

Uso attuale

11 sincretismo religioso che ha portato allo sviluppo di movimenti quali il Santo Daime, I’Unido do Vegetal ed il Barquinia, ha
fatto si che queste varie dottrine religiose fondassero le loro basi proprio sull’utilizzo dell’ Ayahuasca nelle cerimonie religiose
per indurre stati di allucinazione nel cerimoniere e nei partecipanti ad esse.

Alcuni di questi movimenti hanno trovato seguaci anche in Europa, che si sono scontrati a piu riprese con le leggi dei singoli
stati (vedi paragrafo “Legislazione™) proprio a causa dell’utilizzo dell’ Ayahuasca nei cerimoniali religiosi.

Negli anni '90 in America e in Europa si sono diffuse pratiche di preparazione e di uso dei cosiddetti “analoghi dell’ Ayahuasca”
o "anahuasca": bevande psicoattive ottenute mediante I'impiego di piante talvolta diverse da quelle utilizzate nell’ Ayahuasca tra-
dizionale, ma contenenti i medesimi principi attivi presenti nella coppia di piante originali. Una delle piante piu utilizzate in
Europa e in Italia per la preparazione di analoghi dell' Ayahuasca € il Peganum harmala o Ruta siriaca, di cui si utilizzano i pic-

coli semi®.

Legislazione

In Italia la DMT ¢ inserita in tabella I dell’elenco delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui all’art.14 del DPR n. 309/90.
In Italia, si hanno notizie sia di sequestri di Ayahuasca (La Circoscrizione Doganale di Perugia dell’Agenzia della Dogane -
Servizio Antifrode Doganale - Protocollo n.2790 riporta nel settembre 2004 il sequestro di 27 litri di infuso; e nel gennaio 2005
di 7 litri) sia di arresti legati al suo consumo (marzo 2005: sequestrati 40 litri di Ayahuasca, 24 persone colpite da ordinanza di
custodia cautelare secondo il quotidiano on-line di Perugia: www.perugianews.it/). In Europa sono stati emessi diversi provve-
dimenti giudiziari nei confronti degli adepti alla setta del Santo Daime (una delle comunita religiose che basano le loro cerimo-
nie sul consumo della bevanda). In particolare, in Olanda, nell” ottobre 1999 sono stati arrestati due dirigenti della setta rilascia-
ti dopo tre giorni di detenzione. Un’istruttoria penale ¢ stata avviata a carico dei due dirigenti, che si ¢ risolta con una sentenza
di assoluzione da parte del Tribunale di Amsterdam nel maggio 2000. Anche in Francia, nel novembre 1999, sono stati arresta-
ti dirigenti delle Chiese del Daime che sono rimasti in prigione per tre mesi: anche in questo caso, pero, la Corte d’Appello di
Parigi, con sentenza del 13 gennaio 2005 ha prosciolto gli imputati con una sentenza che di fatto legalizza in Francia I’uso ritua-
le dell’ Ayahuasca. La DMT ¢ illegale negli Stati Uniti ed ¢ inclusa nella Schedule I drug in the Controlled Substances Act. E
inoltre inserita nell’elenco delle sostanze poste sotto il controllo dell’International Narcotics Control Board attraverso il suo
inserimento nella Schedule I della Convenzione delle Sostanze Psicotrope del 1971. La legalita del consumo di Ayahuasca in
relazione a cerimoniali religiosi ¢ stata a lungo dibattuta in Brasile (patria naturale di religioni quali il Santo Daime) ed infine
intorno alla seconda meta degli anni ottanta, I’ Ayahuasca ¢ stata legalizzata solo se il suo consumo ¢ inserito in un contesto

rituale e senza fini di lucro.

Proprieta farmaco-tossicologiche

Le proprieta farmaco-tossicologiche dell’ Ayahuasca sono il risultato delle azioni combinate dei diversi principi attivi in essa
contenuti. Il principale agente psicotropo presente negli estratti della Banisteriopsis caapi ¢ la dimetiltriptamina (DMT), un
composto strutturalmente correlato alla serotonina, capace di legarsi ai recettori serotoninergici centrali SHT2, 5, a livello
dei quali agisce da agonista“.

La DMT sintetica viene solitamente fumata sotto forma di base libera o somministrata per via parenterale. Assunta per que-
ste vie, la sostanza causa episodi psichedelici intensi, e ad insorgenza immediata (gli effetti compaiono entro 30 sec), che si

manifestano con alterazioni della percezione (della propria identita e della realta circostante), allucinazioni (gli indios sosten-



gono che 1’ Ayahuasca ¢ una porta che si apre per permettere al corpo di ricevere l'arrivo di spiriti che producono visioni, in
particolare legate alla giungla e agli spiriti degli animali) e con uno stato di allerta e di vigilanza. Le visioni provocate
dall'Ayahuasca, come per altri allucinogeni, dipendono in parte dal proprio stato emotivo. Tali episodi comunque sono soli-
tamente di breve durata (5-10 minuti). La DMT agisce anche sul sistema nervoso simpatico causando stimolazione del siste-
ma adrenergico con incremento della frequenza cardiaca, aumento della pressione sanguigna ¢ midriasi.

La DMT, assunta per via orale viene rapidamente degradata a livello periferico ad opera delle monoamminoossidasi (MAO),
in particolare delle MAO-B.

I’ Ayahuasca viene generalmente assunta per via orale ma grazie alla contemporanea presenza nella pianta delle B-carboli-
ne armina, armalina e tetraidroarmina (potenti inibitori delle MAO), la degradazione periferica della DMT viene evitata ed
il principio attivo puo giungere intatto a livello centrale ed esplicare la sua azione farmacologica “*.

Per la DMT, la dose soglia (dopo somministrazione per via endovenosa) alla quale si manifestano gli effetti allucinogeni ¢
pari a 0,2 mg/kg. Altri effetti causati dalla DMT comprendono un aumento dei livelli plasmatici di: B-endorfina, corticotro-
pina, cortisolo, prolattina e ormone della crescita (GH); rimangono invece inalterati i livelli di melatonina®.

In uno studio effettuato sull’'uomo, sono stati valutati gli effetti di una singola somministrazione orale di bassi (0,6 mg di
DMT/kg) ed elevati dosaggi (0,85 mg di DMT/kg) di una bevanda a base di Ayahuasca. ’assunzione della bevanda ha pro-
dotto significative alterazioni percettive e ha generato uno stato d’animo positivo nei soggetti esaminati. Gli effetti hanno
raggiunto la massima intensita in un periodo compreso tra 1,5 e 2 ore dopo 1’assunzione. L’analisi di tipo farmacocinetico
ha evidenziato in media una concentrazione massima serica (Cmax) di DMT, dopo assunzione del dosaggio minore, pari a
12,14 ng/ml e 17,44 ng/ml dopo assunzione del dosaggio piu elevato. Il tempo medio intercorso per il raggiungimento del
Cmax (Tmax) ¢ stato di 1,5 ore per entrambi i dosaggi. Il Tmax per la DMT ha coinciso con il picco di effetti soggettivi
riportati ®.

L Ayahuasca recentemente ¢ stata presa in considerazione anche per alcune potenziali applicazioni terapeutiche. Gli estratti
della pianta, in presenza di un opportuno contesto psicoterapeutico, si sono mostrati efficaci nel trattamento dell’alcolismo
e della dipendenza indotta dall’abuso di altre sostanze stupefacenti®. Inoltre ¢ stato suggerito che 1’ Ayahuasca possa essere
utile per il trattamento dei disturbi mentali nei quali si sospetta un deficit serotoninergico. Alterazioni di questo tipo sono
stati considerati alla base di una serie di disordini quali depressione, autismo, schizofrenia, deficit dell’attenzione e sindro-
me ipercinetica. Pertanto, la somministrazione a lungo termine degli estratti di Ayahuasca potrebbe essere efficace per il trat-
tamento di queste condizioni patologiche .

Lassunzione regolare del t¢ di Ayahuasca ¢ stata associata a potenziali effetti immunomodulatori che potrebbero favori-
re un’attivita di tipo antineoplastica . Al momento tuttavia non esistono sufficienti evidenze scientifiche a supporto di
tale teoria.

Larmina possiede in vitro proprieta anti-parassitarie nei confronti del Tripanosoma lewsii"®. Questo effetto ha permesso di
razionalizzare 1’uso tradizionale dell’ Ayahuasca nella profilassi della malaria ¢ di varie altre parassitosi .

Infine, recentemente ¢ stato osservato che I’ Ayahuasca ¢ in grado di alleviare i sintomi del morbo di Parkinson. Questo effet-
to ¢ stato attribuito alla duplice capacita degli estratti della pianta di inibire le MAO-A, responsabili della degradazione della

dopamina, e di stimolare al contempo il rilascio dello stesso neurotrasmettitore da parte delle cellule nigro-striatali*®.

Tossicita

Dati relativi alla tossicita acuta della dimetiltriptamina
Nell’'uvomo: TDL: 1 mg/kg.

Nel topo: DL50 dopo somministrazione intraperitoneale: 47 mg/kg.

Nel ratto: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 32 mg/kg.

Dati relativi alla tossicita acuta dell’ armina

Nel topo: DL50 dopo somministrazione sottocutanea: 243 mg/kg.
Nel coniglio: LDL dopo somministrazione endovenosa: 60 mg/kg.
Nel ratto: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 200 mg/kg.
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Dati relativi alla tossicita acuta dell’armalina

Nel topo: DL50 dopo somministrazione sottocutanea: 120 mg/kg.
Nel coniglio: LDL dopo somministrazione endovenosa: 20 mg/kg.

Nel ratto: DL50 dopo somministrazione endovenosa: 120 mg/kg.

Non sono noti dati di tossicita relativi alla tetraidroarmina.

Effetti avversi

Essendo dei potenti inibitori delle MAQ, le B-carboline possono bloccare la deaminazione della serotonina incrementandone i
livelli cerebrali. Questo effetto sembra essere alla base della sedazione osservata negli utilizzatori della Ayahuasca®.

Inoltre, a causa dell’eccessivo incremento dei livelli di serotonina, si puo verificare I’insorgenza di una sindrome serotoniner-
gica. Tale sindrome, che si manifesta con disturbi comportamentali (stati confusionali, ipomania, agitazione), disfunzione del
sistema nervoso autonomo (diarrea, brividi, febbre, sudorazione, alterazioni della pressione arteriosa, nausea, vomito) e altera-
zioni neuromuscolari (mioclono, iperriflessia, tremore e difficolta nella coordinazione dei movimenti), puo risultare potenzial-
mente fatale .

Occasionalmente gli assuntori di Ayahuasca possono manifestare disturbi gastrointestinali con nausea, vomito e diarrea”.

In letteratura ¢ riportato il caso di un ragazzo di 25 anni deceduto in seguito all’assunzione di una preparazione a base di
Ayahuasca. Le analisi tossicologiche hanno rivelato la presenza nel sangue del ragazzo di quantita elevate di DMT, armina,

armalina e tetraidroarmina che sono state percio indicate quali responsabili di questa intossicazione fatale 9.

Interazioni farmacologiche

Le B-carboline armina, armalina ¢ in minor misura la tetraidroarmina, sono dei potenti inibitori delle MAO. La somministra-
zione concomitante di Ayahuasca e di inibitori selettivi del reuptake della serotonina (SSRI) pud comportare 1’insorgenza di una
sindrome serotoninergica con esiti potenzialmente molto gravi. I pazienti in trattamento con tali farmaci non dovrebbero per-
tanto fare uso di tale droga ™.

Come per gli inibitori delle MAO, deve essere assolutamente evitata 1’ingestione concomitante di Ayahuasca e di alimenti ric-
chi di tiramina la quale, accumulandosi, induce il rilascio di noradrenalina dai neuroni adrenergici scatenando delle gravi crisi

ipertensive 7.

Effetti in gravidanza

Non esistono dati sull’uso in gravidanza o durante 1’allattamento.

DETERMINAZIONI ANALITICHE

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELL'ARMINA, ARMALINA ED N,N DIMETILTRIPTA-
MINA NELLA POLVERE DI Ayahuasca (tratto da: KIKURA-HANAJIRI R, HAYASHI M, SAISHO K, GODA
Y. Simultaneous determination of nineteen hallucinogenic tryptamines/,-calbolines and phenethylamines using gas chroma-
tography-mass spectrometry and liquid chromatography- electrospray ionisation-mass spectrometry. J] Chromatogr B. 2005;
825:29-37) 0,

Le analisi per la determinazione dell'armina, armalina e dimetiltriptamina vengono eseguite sia mediante gas cromatografo che

mediante cromatografo liquido accoppiati ad uno spettrometro di massa.

Estrazione del campione
20 mg di polvere contenuta in capsule o 100 mg di materiale essiccato proveniente dalle piante vengono estratti con 2 ml di

alcol metilico e posti in un bagnetto ultrasuoni per 10 minuti. Successivamente, dopo aver centrifugato per 5 minuti a 3000 rpm,
la soluzione viene filtrata ed iniettata. Tutte le procedure di estrazione vengono eseguite con vetreria ambrata per proteggere i

campioni dalla luce.
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Condizioni analitiche del Gas Cromatografo
Colonna capillare: DB5-MS (0,25 mm x 30 m x 0,25 pm)

Temperatura Iniettore: 200°C

Gas: Elio alla pressione di 11,60 psi

Modalita di iniezione: Splitless

Programmata di temperatura: 120°C per 1 minuto, 120°C - 190°C a 2,5°C/min per 20 minuti, 190°C-280°C 15°C/min per 5
minuti.

Modalita di rilevazione: scansione con range di masse da 40-550 m/z

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
DMT: 30,1 minuti

Armina: 56,4 minuti

Armalina: 55,5 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate
DMT: m/z 188, 143,130, 115

Armina: m/z 212, 197,168, 106

Armalina: m/z 214, 198, 170, 115

Condizioni analitiche della Liquido massa
Colonna: Atlantis dC18 ( 2,0 mm x 10mm x 5pm)

Temperatura colonna: 40°C

Fase Mobile A: Ammonio Formiato 10 mM (pH 3)/ Acetonitrile (95:5 v:v)

Fase Mobile B: Acetonitrile: Metanolo (70:30 v:v)

Modalita di separazione: gradiente

Flusso di azoto: 13 L/min

Pressione del nebulizzatore: 50 psi

Temperatura del vaporizzatore: 350°C

Voltaggio del capillare: 3500V

Voltaggio del fragmentor: 80°C

Modalita di rilevazione: elettrospray in modalita positiva, scansione con range di masse da 50-400 m/z

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
DMT: 15 minuti

Armina: 43,5 minuti

Armalina: 41,2 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate

Armina: m/z 189 (viene identificato e quantificato un solo picco)
Armina: m/z 213, 197, 169
Armalina: m/z 215, 198, 170

Standard

La armina e ’armalina utilizzate per le analisi sono state acquistate presso la ditta WAKO pure chemical industries (Osaka,
Giappone).

Poiché la DMT ¢ inclusa nella Tabella I delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui all’art.14 del DPR n.309 del 1990, il suo

acquisto richiede autorizzazione ministeriale.
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CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard degli analiti (1 mg/ml) vengono preparate in metanolo e conservate a -20°C. Le soluzioni standard di
lavoro e di calibrazione (range di concentrazione: 0,1-50 pg/ml) sono preparate giornalmente diluendo opportunamente in
alcol metilico le soluzioni madri.

RISULTATI

Gli autori della pubblicazione sopra riportata, per i campioni di ayahuasca da loro esaminati, forniscono i seguenti risultati quan-
titativi

Armina (polvere) 7,6 ng/mg

Armalina (polvere) 8,1 ng/mg

Armina (materiale essiccato) 29,7 ug/mg

Armalina (materiale essiccato) 32,3 ug/mg

DMT 11,8 pg/mg
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Calea zacatechichi Schl.
(Hoja de Dios)

Nome: Calea zacatechichi

Famiglia: Compositae

Genere: Calea

Specie: Calea zacatechichi Schl

Sinonimi: zacate de perro; hoja madre, hoja de dios, thle-pelakano (foglia di Dio)
Provenienza: Messico e Costa Rica

Principio attivo: sesquiterpeni (calassina, ciliarina); germacranolidi (1B-acetossi-zacatechinolide, 1-

osso-zacatechinolide) .

La pianta contiene un gran numero di principi attivi: attualmente, tuttavia, non ¢ possibile ricondurre inequivocabilmente ad
alcuna di queste molecole I’effetto onirico/allucinogeno riferito dagli assuntori della Calea zacatechichi.

Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

Nome: Calassina.
Formula Molecolare: C,,H,,04 (peso molecolare=344,4).

\‘*«TT-"ﬂlﬂl c\/ Nome sistematico: 2-acido propenoico, 2-metil-, estere 2, 3, 3a, 4, 5, 6, 7,
f"' l"“j;f;’ 51 11a-octaidro-6,10-dimetil-3-metilene-2,7-diosso-6,9-epossiciclodeca(b)
'-S:k o7 o furan-4-ile, (3aR-(3aR* 4R* 6R*,10Z,11aR*))
/ SN 4 Numero di registro CAS: 30412-86-3.
ok - \}7’" — Punto di fusione: non sono presenti in letteratura dati relativi al punto di
;j? S J}"f fusione di questo composto.

UVmax: non sono presenti in letteratura dati relativi all’UVmax di questo
composto.
Solubilita: non sono presenti in letteratura dati relativi alla solubilita di que-

sto composto.

Non sono presenti in letteratura dati relativi alla formula molecolare, nome sistematico, punto di fusione, alla solubilita e
all’UVmax relativi alla ciliarina, 1,-acetossi-zacatechinolide, 1-osso-zacatechinolide.

Uso storico

La Calea zacatechichi ¢ una pianta utilizzata in Messico (particolarmente nella regione di Oaxacada da parte dei nativi Chontal)
nella medicina tradizionale e sciamanica sin dall’epoca precolombiana. Zacatechichi € una parola Nahuatl (azteca) che signifi-
ca “erba amara”. Con tutta probabilita, la Calea zacatechici corrisponde al “chichixihuit]”, una pianta impiegata dagli antichi
Aztechi in campo medico per indurre sogni®. La pianta ¢ estesamente utilizzata nella medicina popolare messicana: un infuso
di radici, foglie e fusto ¢ impiegato nel trattamento dei disturbi gastrointestinali, come colagogo, catartico, febrifugo. Assieme
ad altre Compositae la pianta essiccata viene utilizzata come insetticida”. L'uso sciamanico divinatorio ¢ quello della induzio-

ne di sogni particolarmente vividi con visioni reali di profonda conoscenza ed immaginazione.

Uso attuale

Alcuni messicani della regione di Oaxaca la utilizzano ancora oggi per curare alcune patologie. Alcuni autori riportano la testi-
monianza degli indiani Chontal, che utilizzano le foglie della pianta (che vengono fumate o bevute sottoforma di infuso) per
ottenere messaggi divinatori durante il sonno notturno, attraverso i sogni. I siti web che commercializzano le smart drugs inse-
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riscono la pianta nella categoria delle erbe allucinogene con effetti “onirogenici” (aumento delle percezioni sensoriali dei sogni
durante il sonno), anche se in realta le proprieta farmacologiche dei costituenti psicoattivi della piana non sono state ancora

chiarite con studi clinici sistematici.

Legislazione

In Italia né la calassina, né la ciliarina, la 1B-acetossi-zacatechinolide, la 1-osso-zacatechinolide né ’intera pianta o parti di essa
sono inseriti nella tabella I dell’elenco delle sostanze stupefacenti e psicotrope di cui all’art.14 del DPR n. 309/90. Anche in
Europa non esistono restrizioni legali a carico dello Calea zacatechichi o dei suoi principi attivi. La detenzione, il commercio
e la coltivazione della Calea zacatechichi sono legali negli Stati Uniti, sebbene non sia stato approvato il suo utilizzo in ambi-

to alimentare.

Proprieta farmaco-tossicologiche

La Calea zacatechichi ¢ una pianta utilizzata dagli indiani Chontal del Messico per ottenere messaggi divinatori durante la notte.
Poiché non sono ancora noti i principi attivi responsabili degli effetti onirico/allucinogeni riferiti dai consumatori di Calea, non
¢ possibile stabilire quali siano i meccanismi biochimici che stanno alla base degli effetti farmacologici indotti dalla pianta.

In letteratura si riporta uno studio condotto in doppio cieco e contro placebo su volontari sani ai quali sono state somministra-
te basse dosi di un estratto di Calea zacatechichi (circa 1 g/kg). I volontari che hanno assunto 1’estratto hanno mostrato, rispet-
to ai controlli, un significativo incremento del tempo di reazione, un incremento degli stati di sonno leggero e un maggior nume-
ro di risvegli spontanei. Inoltre ¢ stato osservato un aumento dell’attivita onirica durante le fasi di sonno leggero. Lassunzione
di te di Calea zacatechichi prima di dormire rende i sogni piu realistici e piu facilmente rievocabili durante la fase di veglia. La
Calea zacatechichi puo anche produrre una sensazione di benessere e rilassamento che perdura per piu giorni®.

Nel ratto, I’estratto acquoso di Calea zacatechichi esercita un’azione antinfiammatoria. Tale effetto, valutato con il modello spe-
rimentale dell’edema indotto da carragenina, ¢ stato attribuito alla capacita dell’estratto di inibire la sintesi di prostaglandine e
di leucotrieni. Al momento perd non sono ancora noti i principi attivi responsabili di questo effetto farmacologico ®.

In uno studio di Bork e collaboratori, € stato osservato come 1’estratto alcolico di Calea zacatechichi eserciti in vitro un effetto
inibitorio nei confronti del fattore di trascrizione NF kB, coinvolto nei processi infiammatori. Leffetto biologico ¢ stato attri-
buito a lattoni sesquiterpenici contenuti nell’estratto di Calea zacatechichi e presenti anche in piante officinali utilizzate per la
loro attivita antinfiammatoria quali I’Arnica montana ed il Tanacetum parthenium®.

Uno studio di Roan Ramos ¢ coll. condotto sull’animale da esperimento utilizzando varie piante messicane, ha dimostrato un
effetto ipoglicemizzante della Calea zacatechichi®.

Dalla Calea zacatechichi sono stati estratti alcuni flavonoidi attivi nei confronti del ceppo Dd2 di Plasmodium falciparum resi-

stente alla clorochina ©.

Tossicita
Non sono noti studi tossicologici sull’animale da esperimento volti a stabilire la tossicita della Calea zacatechichi.
Alle dosi utilizzate nell’uomo, gli estratti organici di Calea zacatechichi, causano nei gatti variazioni all’elettroencefalogram-

ma e sonnolenza. Dosi elevate inducono incremento della salivazione, atassia e, occasionalmente, conati di vomito ®.

Effetti avversi
Alcuni siti web segnalano che la Calea zacatechichi assunta a dosi elevate, ma non ben definite, provoca tachicardia, iper-

tensione, ansia, irritabilita ed insonnia®.

Interazioni farmacologiche

Non sono state riportate possibili interazioni farmacologiche.

Effetti in gravidanza

Non esistono dati sull’uso in gravidanza o durante 1’allattamento.
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DETERMINAZIONI ANALITICHE

Non sono riportate metodologie di analisi per la determinazione dei principi attivi della Calea zacatechichi su parti della

pianta stessa.
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Citrus aurantium L.

(arancio amaro)

Nome: Citrus aurantium

Famiglia: Rutaceae

Genere: Citrus

Specie: Citrus aurantium L

Sinonimi: Sour orange, Bitter orange, Seville orange.

Provenienza: Sudest asiatico, ma ¢ una pianta ormai regolarmente introdotta nei paesi a clima tem-

perato. In Europa viene coltivato soprattutto in Spagna ¢ in Italia, nella regione Sicilia.

Principio attivo: (+)-p-sinefrina; (+) —p-octopamina.

1l Citrus aurantium contiene un’ampia gamma di costituenti, tra cui glucosidi flavononici, cumarina, polimetossiflavoni, aldei-
di, amine e monoterpeni. I costituenti principali sono due: 1I’octopamina e la sinefrina, contenute soprattutto nella buccia (dalla
quale si estrae anche un olio essenziale) e nella polpa del frutto.

Il composto principale farmacologicamente attivo dei frutti (arance) di Citrus aurantium ¢ la sinefrina (chiamata anche p-sine-
frina o ossedrina). Chimicamente si riconoscono sei possibili isomeri della sinefrina (orto-, meta- e para-, e, per ciascuna di esse,
la forma d (+) o 1 (-). Lisomero contenuto nel Citrus aurantium sembrerebbe essere appunto la para-sinefrina, sebbene alcuni
autori abbiano rilevato anche la presenza della meta-sinefrina (conosciuta anche con il nome di fenilefrina o neosinefrina). La
fenilefrina ¢ un agonista dei recettori alfa adrenergici, utilizzata nella pratica clinica come decongestionante nasale e come agen-
te per indurre midriasi. Anche la sinefrina sembra coinvolgere direttamente i recettori alfa-1 adrenergici: i suoi effetti, infatti,
sono bloccati dalla somministrazione del prazosin, un antagonista di suddetti recettori. Strutturalmente, la sinefrina ¢ strettamen-
te correlata ai neurotrasmettitori endogeni (adrenalina) e all’efedrina, I’alcaloide principale di Ephedra sinica (Ma-huang)®. Dal
punto di vista chimico, ci sono due differenze tra la sinefrina e 1’efedrina: nella prima, infatti, uno degli atomi di carbonio che
compongono ’anello benzenico ¢ idrossilato, mentre un gruppo metilico della catena laterale ¢ sostituito con un idrogeno.
Loctopamina ¢ un’amina biologica derivata dalla -idrossilazione della tiramina da parte della dopamina 3-idrossilasi. La forma
naturale D (-) ¢ tre volte piu potente della forma L (+) nel produrre risposte cardiovascolari di tipo adrenergico. Nel sistema ner-
voso degli invertebrati I’octopamina puo agire come neurotrasmettitore ®. L’octopamina viene utilizzata come cardiotonico nel
trattamento dell’ipotensione.

La sinefrina sembrerebbe essere presente in quantita lievemente maggiori nel frutto essiccato immaturo di Citrus aurantium
rispetto al frutto essiccato portato a completa maturazione (0,26% vs 0,22%). In ogni caso, il frutto fresco contiene quantita
inferiori di principio attivo (d,I-sinefrina) rispetto al frutto essiccato (0,02% vs 0,3%), mentre I’estratto secco Citrus aurantium
contiene percentuali di d,I-sinefrina piuttosto elevate (3%). Prodotti erboristici a base di Citrus aurantium analizzati al fine di
quantificare il contenuto di sinefrina, hanno dato risultati corrispondenti a concentrazioni variabili tra lo 0,3% e lo 0,99% come

mostrato in tabella 1©.

Tabella 1: Contenuto di dl-octopamina e dl-sinefrina in Citrus aurantium L. varieta amara.®

Campione Octopamina (%) Sinefrina (%)
Frutto fresco <LOQ 0,020
Frutto essiccato <LOQ 0,352
Estratto secco n.1 0,028 3.003
Estratto secco n.2 0,023 3,079
Prodotto erboristico n.1 0,013 0,989
Prodotto erboristico n.2 0,147 0,664
Prodotto erboristico n.3 0,015 0,250




Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

ol Nome: Sinefrina (ossedrina).
6 —N-CH Formula Molecolare: C,H,;NO, (peso molecolare= 167,2).
H : Nome sistematico: 1-(4-idrossifenil)-2-metilaminoetanolo.

Numero di registro CAS: 94-07-5.
Punto di fusione: 184-185°C; forma cristallina, stabile all’aria ed alla
luce ©.

oH . o . . oo
Solubilita: la sinefrina cloridrato ¢ solubile in acqua.

Nome: Octopamina.
HO G —MH, Formula Molecolare: CgH,;NO, (peso molecolare= 153,1).
Nome sistematico: 1-(4-idrossifenil)-2-aminoetanolo.
Numero di registro CAS: 104-14-3.
Solubilita: I’octopamina cloridrato ¢ solubile in acqua. La forma D(-) cri-
stallizza in acqua calda; a 160°C muta in un composto con punto di ebolli-

zione >250°C.

oH

Uso storico

Storicamente il “Citrus aurantium L.”, cio¢ 1’arancia amara, ¢ stata poco utilizzata in ambito alimentare, a causa del forte sapo-
re acre dei suoi frutti. Tuttavia, i frutti maturi vengono consumati in Iran, mentre in Messico i frutti freschi vengono talvolta
mangiati conditi con sale e chili. La buccia fresca del frutto (arancia) ¢ spesso utilizzata nella preparazione di marmellate, la
buccia essiccata invece ¢ utilizzata per aromatizzare alcune birre (come la belga Orange Muscat), e liquori (Curagao, Cointreau
etc.). I fiori vengono utilizzati per la preparazione di the, mentre I’olio essenziale estratto dagli stessi fiori viene utilizzato nella
preparazione di profumi. Lutilizzo piu frequente e storicamente piu importante della pianta ¢ tuttavia quello che la vede coin-
volta in ambito della medicina tradizionale. La medicina erboristica asiatica riconosce le proprieta adiuvanti del frutto immatu-
ro essiccato (Zhi-schi in cinese, Kijitsu in giapponese) nel trattamento dei problemi del tratto digerente. Anche la medicina tra-

dizionale occidentale utilizza il Citrus aurantium per stimolare 1’appetito e la secrezione gastrica®.

Uso attuale

Lutilizzo storico del Citrus aurantium in ambito culinario o medico ¢ stato completato dall’utilizzo della pianta negli integra-
tori alimentari al fine di promuovere la riduzione del peso corporeo. Un recente annuncio della Food and Drug Administration
(FDA) americana circa la messa al bando dei prodotti a base di efedra, ha determinato un grande fermento ed interesse da parte
dei media statunitensi attorno agli integratori alimentari cosiddetti “ephedra-free”. I prodotti commercializzati come “ephedra-
free” contengono una vasta gamma di miscele erboristiche, nella maggior parte dei casi a base di caffeina (per esempio, estrat-
to di the verde [Camelia sinensis], guarana [Paullinia cupana], cola nut [Cola nitida], yerba mate [llex paraguariensis]), ma
sono quelli a base di arancia amara (contenenti sinefrina) ad aver attirato maggiormente ’attenzione della FDA, che ha posto
in osservazione i prodotti a base di Citrus aurantium®. E altresi noto come la maggior parte degli integratori contenga in real-
ta miscele od estratti di diverse piante: non ¢ infrequente dunque trovare integratori a base, per esempio, di caffeina e sinefrina,
i cui effetti sinergici sono poi difficilmente valutabili. Gli integratori alimentari utilizzati per perdere peso contengono media-
mente 100-200 mg di estratto di arancia amara (Citrus aurantium), che forniscono 10-40 mg di sinefrina per dose. Un estratto
puro puo contenere sino al 95% di sinefrina. Gli estratti utilizzati nella maggior parte degli integratori alimentari oggi utilizza-
ti per perdere peso contengono una quantita di sinefrina maggiore rispetto a quella degli estratti del frutto secco o della buccia

utilizzati nell” ambito della medicina tradizionale .
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Legislazione

In Italia, la Circolare n.3 del 18 luglio 2002 pubblicata in Gazzetta Ufficiale n.188 del 12 /08/2002 riporta avvertenze spe-
cifiche per prodotti contenenti alcuni specifici ingredienti vegetali. Riguardo il Citrus aurantium la circolare recita: «l’ap-
porto giornaliero di sinefrina con le quantita d’uso indicate non deve superare i 30 mg, corrispondenti a circa 800 mg di
Citrus aurantium con un titolo del 4% di tale sostanza. Avvertenze: non superare la dose giornaliera consigliata. In presen-
za di cardiovasculopatie e/o ipertensione, prima di assumere il prodotto, consultare il medico. Si sconsiglia 1’uso in gravi-
danza, durante I’allattamento e al di sotto dei 12 anni» ®. La vendita di prodotti per perdere peso contenenti Citrus auran-
tium o sinefrina non ¢ autorizzata in Canada . Negli Stati Uniti il Citrus aurantium (bitter orange) ¢ inserito nel Poisonous
Plants Database (PPD), tuttavia la FDA ha solo proposto, ma non definito la proibizione della vendita dei prodotti contenen-
ti estratti di pianta o sinefrina. Lolio estratto dalla buccia, i fiori e le foglie sono altresi inseriti nel database americano degli
additivi alimentari (EAFUS, o “Everything Added to Food in the United States™), un inventario di tutto cio che negli Stati
uniti viene aggiunto al cibo in qualita di additivo. Nel succo d’arancia concentrato, il volume di succo d’arancia amara non

puo eccedere il 5%.

Proprieta farmaco-tossicologiche

I principali componenti presenti negli estratti di Citrus aurantium sono la p-sinefrina e la p-octopamina, due sostanze pro-
dotte anche nei vertebrati. La sinefrina ¢ un simpaticomimetico, agonista dei recettori o-1 adrenergici"®. E in grado di sti-
molare il sistema nervoso simpatico dando luogo alla caratteristica risposta del “combatti o fuggi” (fight or flight). Sia la
sinefrina che 1’octopamina endogene, sembrano essere coinvolte nella patogenesi dell’emicrania".

A livello periferico, la sineftrina, attraverso la stimolazione dei recettori o-1 adrenergici, produce vasocostrizione e incremen-
to della pressione ematica"?.

Negli Stati Uniti il composto viene utilizzato come decongestionante nasale e come vasocostrittore, mentre in Europa si usa
per il trattamento dell’asma e dell’ipotensione. Test clinici hanno dimostrato che, la somministrazione endovenosa in volon-
tari sani di sinefrina alla velocita di 4 mg/min, incrementa la pressione sistolica e la pressione arteriosa media, diminuisce la
resistenza vascolare periferica, ma non influenza la pressione diastolica e la frequenza cardiaca .

Gli estratti di arancio amaro e la sinefrina rientrano nella composizione di numerose preparazioni dimagranti. Tale uso viene
giustificato dall’effetto agonista che la sinefrina esercita sui recettori -3 adrenergici la stimolazione dei quali potrebbe esse-
re correlata ad un’attivita lipolitica.

Gli effetti farmacologici della sinefrina sono strettamente correlati al dosaggio, alla forma isomerica ed alla via di sommini-
strazione. Una volta assorbita a livello sistemico I’emivita della molecola ¢ di circa 2 ore e la sua eliminazione avviene
soprattutto attraverso le urine; una parte della sostanza viene eliminata in forma immodificata, la restante parte viene trasfor-
mata in acido p-idrossimandelico, il principale metabolita eliminato con le urine ®.

Loctopamina ¢ il secondo componente pili importante del Citrus aurantium. E considerata, tra gli analoghi delle catecola-
mine, la sostanza con maggiore affinita per i recettori B-3 adrenergici. Loctopamina in vitro stimola la lipolisi ed il consu-
mo di ossigeno negli adipociti di ratto e di cane mentre ¢ molto meno attiva sulle cellule umane .

Si pensa che I’octopamina, naturalmente presente in modeste concentrazioni nel sistema nervo scentrale dei vertebrati, possa
essere un sottoprodotto metabolico delle catecolamine. Nel ratto, m- e p-octopamina sono presenti in eguale concentrazione
nel cuore, nel fegato e nella milza. Nei reni, nell’intestino, nella vescica e nei polmoni la m-octopamina ¢ invece piu abbon-
dante rispetto alla p-octopamina.

I principali metaboliti urinari dell’octopamina sono ’acido o-idrossimandelico, I’acido p-idrossimandelico e 1’acido m-

idrossimandelico ©.

Tossicita
I valori di tossicita acuta in modello animale per I’octopamina e la sinefrina sono riportati in tabella 2.



Tabella 2. Valori di tossicita acuta in modello animale per 1’octopamina e sinefrina.

Modalita di somministrazione Specie LDy /LD5y/TDy

(£)-p-octopamina [104-14-3]

s.C. topo LDs, = 2070 mg/Kg (13,51 mmol/Kg)

ip. LDs, = 600 mg/Kg (3,92 mmol/Kg

Lv. LDs, =75 mg/Kg (0,49 mmol/Kg)

i.c. LDs,= 2100 mg/Kg (13,71 mmol/Kg)

orale LDs, = 4200 mg/Kg (27,42 mmol/Kg)

s.C. ratto LDs, =350 mg/Kg (2,28 mmol/Kg)

Lp. LDs, = 1350 mg/Kg (8,813 mmol/Kg)

orale LDs, = 1240 mg/Kg (1,31 mmol/Kg)

Lv. cavia LDy, =200 mg/Kg (1,31 mmol/Kg)

(£)-p-sinefrina [94-07-5]

s.c. topo LDy, = 1500 mg/Kg (8,971 mmol/Kg)
ratto LDy, = 1500 mg/Kg (8,971 mmol/Kg)

ip. topo LDs, = 1000 mg/Kg (5,981 mmol/Kg)

LV topo LDs, =270 mg/Kg (1,61 mmol/Kg)
coniglio LDy, = 150 mg/Kg (0,897 mmol/Kg)

(S )-(+)-p-sinefrina [532-80-9]

s.C. topo LDy, = 700 mg/Kg (4,19 mmol/Kg)

orale topo TD,, = 1 mg/Kg (6 Imol/Kg)

(£)-p-sinefrina [5985-28-4]

s.C. topo LDy =400 mg/Kg (1,96 mmol/Kg)
ratto LDy, =320 mg/Kg (1,57 mmol/Kg)
cavia LDy, =500 mg/Kg (2,45 mmol/Kg)

i.c. = intracerebrale; i.p. = intraperitoneale; i.v. = endovenosa; LD50 = dose letale per il 50% degli animali testati; LDLo = mini-
ma dose letale; n.p. non pervenuto; s.c. = sottocutaneo; TDLo = minima dose tossica per vie di somministrazione diverse dalle
precedenti, per un lungo periodo di tempo e che ha dimostrato di generare effetti carcinogenici, teratogeni in animali o umani,
o di produrre alcuni effetti tossici nell’essere umano

Nel ratto, la somministrazione di estratti standardizzati di arancio amaro contenenti concentrazioni differenti di sinefrina (4
e 6 %) puo causare la morte degli animali trattati dovuta ad insorgenza di aritmie ventricolari con allargamento del comples-
so QRS all’elettrocardiogramma '*.



Effetti avversi

Negli Stati Uniti, a causa dell’effetto vasocostrittore esercitato dalla sinefrina, I’FDA ha stabilito che negli spray usati come
decongestionanti nasali venga apposta 1’avvertenza: “Utilizzare il prodotto alle dosi previste e per non piu di tre giorni”. Gli
effetti avversi associati a tali preparazioni possono comprendere: tachicardia, aumento della pressione sanguigna, insonnia, ner-
vosismo, tremori, cefalea e difficolta nella minzione. Lautorita regolatoria rappresentata dall’FDA consiglia nel caso si sia affet-
ti da disturbi cardiaci, ipertensione e/o problemi urinari di consultare un medico prima di assumere decongestionanti nasali con-
tenenti sinefrina. Viene anche sconsigliata I’associazione di decongestionanti nasali con altri farmaci dotati degli stessi effetti
secondari al fine di evitare I’insorgenza di complicanze pericolose.

I prodotti dimagranti a base di Citrus aurantium o di sinefrina possono provocare effetti avversi cardiovascolari gravi che si
manifestano con tachicardia, arresto cardiaco, fibrillazione e collasso.

Dal 1° Gennaio 1998 al 24 Febbraio 2004, I’Health Canada (Ministero della Salute Canadese) ha ricevuto 16 segnalazioni di
eventi avversi cardiovascolari manifestatisi in soggetti che avevano assunto prodotti a base di arancio amaro o di sinefrina. Tutti
i casi segnalati erano di notevole gravita. In sette casi gli integratori incriminati contenevano anche caffeina, mentre in otto casi
era presente anche efedrina. Un solo caso era relativo ad un paziente che aveva assunto prodotti a base di arancio amaro privi
di caffeina o efedrina. Due dei pazienti segnalati sono deceduti.

In base a queste segnalazioni risulta difficile valutare la pericolosita della sinefrina o del Citrus aurantium in quanto le informa-
zioni sul quantitativo e sulla composizione della miscela assunta erano insufficienti*>.

In letteratura ¢ possibile rintracciare una serie di segnalazioni di effetti avversi associati all’uso di integratori a base di arancio
amaro o di sinefrina.

In un caso si fa riferimento ad una donna di 55 anni, ricoverata in regime di pronto soccorso a causa di un infarto insorto in
seguito all’assunzione di un prodotto dimagrante a base di arancio amaro e di caffeina®

Un altro dei casi descritti si riferisce ad un paziente di 38 anni, ricoverato a causa di un ictus ischemico insorto a seguito del-
I’assunzione di prodotti dietetici contenenti sinefrina”.

Infine, il caso di una ragazza di 22 anni che in seguito all’assunzione di un prodotto a base di Citrus aurantium ha manifestato
una sincope da sforzo con all’elettrocardiogramma un prolungamento dell’intervallo QT “¥. Ad ogni modo, ¢ anche necessario
sottolineare che in nessuno di questi casi il rapporto di causalita tra 1’assunzione di estratti di Citrus aurantium e 1’insorgenza
degli effetti avversi ¢ stato determinato con certezza*.

Negli Stati Uniti, a seguito della messa al bando dell’efedra negli integratori alimentari, la FDA ha focalizzato la sua attenzio-
ne sui preparati a base di Citrus aurantium, divenuto componente di elezione, al posto dell’efedra, nei prodotti utilizzati per per-
dere peso. Le segnalazioni di reazioni avverse correlate all’uso di Citrus aurantium sono state tuttavia contestate attraverso una
contro-analisi operata dall’ American Herbal Products Association (AHPA), I’ente che negli Stati Uniti rappresenta le industrie
erboristiche *°.

Interazioni farmacologiche

In vitro I’arancio amaro, per la presenza di furanocumarine, ¢ in grado di inibire I’isoforma CYP3A4 del citocromo P-450 e puo
pertanto interagire con numerosi farmaci metabolizzati da tale sistema .

Interazioni farmacologiche sono state osservate in particolare con midazolam e sesquinavir®?. Inoltre, studi sugli animali hanno
dimostrato che il succo d’arancia pud inibire il metabolismo della ciclosporina®. In soggetti sani invece gli estratti di arancio
amaro possono incrementare la biodisponibilita del calcio-antagonista felodipina .

Ancora, I’associazione tra sinefrina e inibitori delle MAO puo causare 1’insorgenza di una grave ipertensione.

Infine associando la sinefrina a fenilefrina, fenilpropanolamina, efedrina o pseudoefedrina si puo verificare un incremento degli
effetti simpaticomimetici indotti da tali farmaci.

Effetti in gravidanza e allattamento

Gli estratti di Citrus aurantium sono controindicati in gravidanza e durante 1’allattamento.
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DETERMINAZIONI ANALITICHE
ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELLA SINEFRINA NEL Citrus aurantium (metodologia

messa a punto nei Laboratori dell’Unita “Farmacodipendenze, tossicodipendenze e doping del Dipartimento del Farmaco
dell’Istituto Superiore di Sanita).

Lanalisi viene eseguita su capsule e bevande a base di Citrus aurantium mediante un gas cromatografo accoppiato ad uno spet-

trometro di massa.

Estrazione del campione
Dalla capsula si prelevano 100 mg di polvere mentre dalla bevanda prelevano 1ml di liquido a cui si aggiungono 100 pl di

Standard interno (3,4 metilendiossipropilamfetamina, MDPA). Successivamente, si aggiungono 2 ml di tampone fosfato a pH
10. Dopo aver centrifugato il campione a 3500 rpm per 10 minuti si preleva il surnatante e si estrae quindi con 1,5 ml di una
soluzione formata da 9 ml di cloroformio e 1 ml di isopropanolo (soluzione 9:1). La soluzione viene agitata mediante vortex e
centrifugata per 10 minuti in una centrifuga da banco a 2500 rpm. Il procedimento di estrazione in cloroformio - isopropanolo
viene ripetuto per due volte.

La fase organica raccolta si trasferisce in un tubo di vetro e si evapora sotto flusso di azoto. Lessiccato cosi formato si deriva-
tizza in bagno secco a 80°C per 20 minuti con 50 pl di anidride pentafluorobutirrica. La soluzione viene successivamente eva-
porata sotto flusso di azoto e I'essiccato viene ripreso con 50 pl di acetato di etile. Si raffredda a temperatura ambiente ed 1 pl

di soluzione viene iniettato nel gas crmatografo/spettrometro di massa con le seguente condizioni strumentali:

Condizioni strumentali

Colonna capillare SMS (0,25 mm x 30 m x 0,25 um)

Temperatura Iniettore: 260°C

Gas: Elio a 11,60 psi

Modalita di iniezione: Split: 15:1

Programmata di temperatura: 120°C per due minuti, 120°C-290°C a 10 C°/min

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
Sinefrina: 8,4 minuti
MDPA (standard interno): 9,8 minuti

Frammenti caratteristici delle sostanze ricercate
Sinefrina: m/z 190, 119, 428

MDPA (standard interno): m/z 86, 105, 135

Standard
Gli standard di Sinefrina e MDPA (Standard Interno.) utilizzati nelle analisi dei campioni sono stati acquistati presso la ditta
Alltech.

CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard degli analiti (1 mg/ml) vengono preparate in alcol metilico. Le soluzioni standard di lavoro alle concen-
trazioni di 100, 10 e 1 pg/mg sono preparate diluendo le soluzioni madri e conservandole a -20°C fino al momento dell'anali-
si. Lo standard interno viene usato ad una concentrazione di 100 pg/mg. Gli standard di calibrazione (range concentrazioni: 50
- 1000 pg/100mg per i campioni di polvere di sinefrina e tra 0,2, e 50 pg/ml per i campioni liquidi) vengono preparati quotidia-
namente aggiungendo le soluzioni metanoliche a concentrazione nota a campioni di polvere e liquido precedentemente testati
come drug-free. I campioni utilizzati per il controllo di qualita vengono preparati aggiungendo le soluzioni metanoliche a cam-

pioni di polvere precedentemente testati come drug-free. Questi campioni vengono inseriti in ciascun batch analitico per con-

o



trollare la calibrazione, la precisione, I'accuratezza e la stabilita di campioni sottoposti a conservazione.
Lanalisi quantitativa ¢ stata effettuata comparando il picco identificato 119 della sinefrina con con lo ione 135 dello standard

interno.

RISULTATI

Lanalisi delle polveri capsule e della bevanda a base di Citrus aurantium ha evidenziato la presenza di:
Sinefrina 60,3 mg/g
Sinefrina 0,48 mg/ml

ANALISI PER LA DETERMINAZIONE DELLA SINEFRINA ED OCTOPAMINA NEL Citrus
aurantium (tratto da: PELLATI F, BENVENUTI S, MELEGARI M, FIRENZUOLI F. Determination of adrenergic agonist
from extracts and herbal products of Citrus aurantium L. var. amara by LC. J Pharm Biomed Anal. 2002; 29: 1113-1119) ©.

Lanalisi viene eseguita su prodotti erboristici freschi o essiccati a base di Citrus aurantium mediante cromatografo liquido con

rivelatore ad assorbimento di luce UV visibile (diode array).

Estrazione del campione
Una quantita di campione polverizzato ( 0,2-2 g) viene estratta a temperatura ambiente con 20 ml di acqua mediante agitatore

magnetico per 30 minuti. Dopo aver centrifiugato per 15 minuti a 3500 rpm, il supernatante viene filtrato sotto vuoto ed il resi-
duo viene nuovamente estratto con la stessa metodica ottenedo un volume finale di 50 ml per i materiali essiccati e di 25 ml per

i materiali freschi. Una quantita pari a 5 pl delle soluzioni viene poi iniettata nella strumentazione.

Condizioni strumentali

Colonna:Lichrospher RP -18 ( 125mm x 4mm, 5um)

Pre-colonna: Lichrospher RP -18 (4mm x 4mm, Sum)

Fase Mobile: Acido Citrico 0,02M / Diidrogeno fosfato di Sodio 0,02M (7:3 v/v) a pH 3
Flusso: 1 ml/min

Modalita di separazione: isocratica

Lunghezza d’onda: 220 nm

Tempi di ritenzione delle sostanze ricercate
Sinefrina: 3,8 minuti
Octopamina: 2 minuti

Standard
Gli Standard di sinefrina e octopamina utilizzati nella metodica sopra riportata sono stati acquistati presso la ditta Sigma
(Milano, Italia)

CURVA DI CALIBRAZIONE

Le soluzioni standard di lavoro sono preparate diluendo le soluzioni iniziali con acqua ottenendo un range di concentrazioni pari

a 1,8-35,9 ug/ ml per l'octopamina e 50,2-50 pg/ml per la sinefrina.

RISULTATI

Lanalisi dei prodotti erboristici(n=3) degli estratti essiccati (n=2) e prodotti freschi (n=2) a base di Citrus aurantium ha evi-
denziato la presenza di:

Prodotti erboristici

Sinefrina: 0,98%, 0,66%, 0,25%

Octopamina: 0,013%, 0,147%, 0,015%



Estratti essiccati
Sinefrina: 3%, 3,07%
Octopamina: 0,028%, 0,023%

Prodotti freschi
Sinefrina: 0,020%, 0,35%

Octopamina: inferiore al limite di quantificazione
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Ephedra sinica
(Ma huang)

Nome: Ephedra sinica

Famiglia: Ephedraceae

Genere: Ephedra L

Specie: Ephedra sinica Stapf

Sinonimi: Mao; Ma-Huang

Provenienza: Asia (Cina, Corea, Giappone).

Principio attivo: Lefedrina, la d-pseudoefedrina, la N-metilefedrina, la N-metilpseudoefedrina, la

norpseudoefedrina e la norefedrina (fenilpropanolamina) sono i principi attivi contenuti nell’ Ephedra

sinica. Lefedrina, alcaloide principale della pianta, ¢ un solido cristallino, di colore bianco, dal sapo-
re amaro e dall’odore lievemente aromatico. Lefedrina ed il suo isomero ottico, la pseudoefedrina, sono strutturalmente molto
simili alla metamfetamina e alla dobutamina. I laboratori clandestini, che sintetizzano illecitamente anfetamina e derivati amfe-
taminici, utilizzano una semplice deidrogenazione per ottenere metamfetamina a partire dall’efedrina. Lefedrina contiene due
atomi di carbonio asimmetrici; solo /-efedrina e 1’efedrina racemica sono utilizzate nella pratica clinica.

Le parti acree delle diverse specie di Ephedra contengono percentuali variabili (ma comunque comprese tra lo 0,02% ed il 3,4%)
di sei alcaloidi concentrati essenzialmente a livello degli internodi dei fusti. Lefedrina ¢ 1’alcaloide presente in quantita domi-
nante (50-85% degli alcaloidi contenuti nell’erba essiccata), seguito dalla d-pseudoefedrina (~25%) e da minor quantita di nore-
fedrina, norpseudoefedrina, metilefedrina, metilpseudoefedrina. Sono altresi presenti: glicani (efedrani A-E), oli volatili (limo-
nene, carofillene, fellandrene ed altri); piccole quantita di saponine, catechine e tannini®.

La norefedrina ¢ strutturalmente identica alla fenilpropanolammina, una molecola sintetica utilizzata in passato per perdere peso
e come decongestionante della mucosa nasale, finché diversi studi hanno dimostrato 1’aumentato rischio di ictus dopo tratta-
mento con tale sostanza e hanno spinto le industrie farmaceutiche a ritirare volontariamente dal commercio tutti i prodotti a base
di fenilpropanolammina. La fenilpropanolammina ¢ una miscela racemica di norefedrina: in realta I’ Efedra sinica contiene sola-
mente 1’isomero (-). La fenilpropanolammina sembra avere importanti interazioni a livello farmacodinamico con la caffeina,

tanto che la Food and Drug Administration americana ha messo al bando la combinazione tra le due molecole sin dal 1983 ®.
Formula chimica e proprieta chimico fisiche dei principi attivi:

Nome: Efedrina.

a4 Formula Molecolare: C,,H,;sNO (peso molecolare = 165,2).
Y o Nome sistematico: (1R,2S)-2-metilammino-1-fenilpropanolo.
Y Numero di registro CAS: 299-42-3.

Punto di fusione: 38°C.
UVmax: 251 nm.

E Solubilita: solubile in acqua, alcol, cloroformio, etere, glicerolo e paraf-
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fina liquida.

Nome: Pseudoefedrina.

Formula Molecolare: C,,H;sNO (peso molecolare = 165,2).

Nome sistematico: (1S,2S)-2-metilammino-1-fenilpropanolo.

Numero di registro CAS: 90-82-4.

Punto di fusione: 116-119°C.

UVmax: 251 nm.

Solubilita: solubile in alcol etilico, etere. Parzialmente solubile in acqua.
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Nome: Metilefedrina.

Y Formula Molecolare: C,;H;;NO (peso molecolare = 179,3).
o s Nome sistematico: (1R,2S)-2-dimetilammino-1-fenilpropanolo.
£ Numero di registro CAS: 17605-71-9.
e Punto di fusione: 190°C.
CHy UVmax: 251 nm.
Solubilita: solubile in cloroformio ed etere.
Nome: Metilpseudoefedrina.
CH, Formula Molecolare: C,;H;;NO (peso molecolare = 179,3).
= Nome sistematico: (18S,2S)-2-dimetilammino- 1-fenilpropanolo.
@*\/%N _ACH; Numero di registro CAS: 51018-28-1.
C'H3 Punto di fusione: 190°C.
OH UVmax: 251 nm.

Solubilita: solubile in cloroformio ed etere.

Nome: Norpseudoefedrina (catina).

Formula Molecolare: C,H,;NO (peso molecolare = 151,2)
Nome sistematico: (1S,2S)-2-ammino-1-fenilpropanolo
Numero di registro CAS: 36393-56-3.

Punto di fusione: 75-78°C.

UVmax: 251 nm.

Solubilita: solubile in alcol, cloroformio ed etere.

Nome: Norefedrina (fenilpropanolamina).

Formula Molecolare: C,H;NO (peso molecolare = 151,2).
Nome sistematico: (1R,2S)-2-ammino-1-fenilpropanolo.
Numero di registro CAS: 14838-15-4.

Punto di fusione: 101°C.

UVmax: 251 nm

Solubilita: solubile in alcol, cloroformio ed etere.
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Uso storico

Il termine cinese Ma-huang potrebbe essere grossolanamente tradotto in italiano come “astringente giallo”, “equiseto gial-
lo”, o, ancora, “canapa gialla” (il termine huang significa giallo; ma pud avere invece significati differenti) ed indica in
maniera specifica le parti aeree dell’ Ephedra sinica. La medicina tradizionale cinese riconosce proprieta medicamentose agli
steli verdi della pianta, che vengono essiccati, bolliti in acqua calda e somministrati sottoforma di t¢. La dose consigliata cor-
risponde a 1,5-9 gr di decotto d’erba al giorno. Altre tre specie di Ephedra sembrano contenere alcaloidi, sebbene non siano
riconosciute dalla farmacopea cinese (Ephedra minuta Florin, Ephedra distachya L., Ephedra gerardiana Wall). La Ephedra
gerardiana viene utilizzata da tempo immemorabile nella medicina tradizionale Indiana. Sebbene in passato la Cina abbia
rappresentato il maggior produttore di ma-huang nel mondo, attualmente 1’India ed il Pakistan sono riconosciuti tra i princi-
pali produttori della pianta®. In passato 1’efedrina, il principio attivo dell’Ephedra sinica, ¢ stata utilizzata nel trattamento
della sindrome di Stokes-Adams e come stimolante del sistema nervoso centrale nella narcolessia e negli stati depressivi.
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Lefedrina ed i suoi sali sono stati utilizzati nel trattamento di forme lievi di asma bronchiale e di broncospasmo; attualmen-
te pero i broncodilatatori piu selettivi (3,-stimolanti) ne hanno soppiantato 1’uso, in virtu del fatto che I’efedrina ¢ in grado
di stimolare anche i recettori o. e 3;adrenergici. Uefedrina ¢ stata anche utilizzata per contrastare ’incontinenza urinaria, seb-
bene la sua efficacia in questo senso non sia stata chiaramente dimostrata. In effetti, I’efedrina causa ritenzione urinaria,
soprattutto negli uomini con iperplasia prostatica benigna. E stata anche utilizzata nel trattamento dell’ipotensione arteriosa

che interviene a seguito di anestesia spinale ®.

Uso attuale

La maggior parte degli integratori alimentari contenenti Ephedra sinica, sono commercializzati con 1’indicazione di fornire
un aiuto per perdere peso o migliorare le prestazioni atletiche di chi I’assume. Spesso tali integratori vengono perd venduti
in associazione ad altri prodotti contenenti fonti naturali di caffeina (Paulinia cupana o guarana e Cola nitida o kolanut), al
fine di aumentare gli effetti dell’efedrina e per ottenere una combinazione di droghe definite “eccitanti”” da usare ad esem-
pio in discoteca. Un quantitativo tipico di caffeina offerto nei “mix” di erbe varia tra i 40 ed i 200 mg di prodotto®. Si stima
che, solo nel 1999, 12 milioni d’individui, negli Stati Uniti, abbiano usato 3 miliardi di dosi d’alcaloidi dell’Efedra®.

Negli smart-shop italiani si commercializzano prodotti a base di Efedra estremamente eterogenei sia per quel che riguarda il
contenuto di principio attivo che per I’associazione con altri estratti vegetali contenenti molecole farmacologicamente attive
(caffeina, teobromina, teofillina). Molti dei prodotti in commercio contengono associazioni di Efedra e kola nut (caffeina),
sida cordifolia (efedrina), guarana (caffeina), ginseng (ginsenosidi), damiana (damianina), yohimbe (yohimbina). Tali asso-
ciazioni dovrebbero potenziare gli effetti del singolo componente della miscela. Non a caso, spesso i prodotti erboristici a
base di efedrina vengono definiti con il nome generale di “herbal ecstasy”. 1l consumo a dosi incontrollate di questi prepa-
rati puo portare all’assunzione di un quantitativo tale di principio attivo da risultare pericoloso. Lefedrina viene infatti lar-
gamente utilizzata come simpaticomimetico a scopo voluttuario, e per le sue capacita lipolitiche nelle diete alimentari soprat-
tutto in associazione con altre sostanze quali caffeina ed acido acetilsalicilico.

Le preparazioni a base di Ephedra sinica vengono pubblicizzate in modo suadente, invitante e rassicurante. Riportiamo a tito-
lo di esempio come viene reclamizzato uno di questi prodotti: «...(omissis)....giudicato dagli utilizzatori smaliziati come la
miglior herbal ecstasy sul mercato, produce una incredibile ondata di benessere ed energia che pervade tutto il corpo avvol-
gendolo in una gentile e provocante sensazione di brividini su e giti per la schiena. E il piti venduto herbal ecstasy nei Vitamin
Store e Smart Shops d’Europa. E usato anche da molti salutisti per aiutare la perdita di peso ed aumentare I’energia. (omis-

sis)...e sicuro perché prodotto secondo le rigorose disposizioni delle leggi statunitensi (Food, Drug and Cosmetic Act)».

Legislazione

In Italia né I’efedrina, né la pseudoefedrina, né la metilefedrina, la metilepseudoefedrina o la norefedrina, cosi come né 1’in-
tera pianta o parti di essa sono incluse nella tabella I di cui all’articolo 14 della legge 309/90. E invece inclusa nella suddet-
ta tabella la norpseudoefedrina (o catina). Lefedrina, la pseudoefedrina e la norefedrina tuttavia sono inserite nella catego-
ria 1 dell’allegato I per le sostanze classificate di cui al decreto legislativo n.258 del 12 Aprile 1996 (G.U.112 del 15/05/1996)
che riguarda il recepimento della direttiva 92/109/CEE relativa alla fabbricazione e all’immissione in commercio di talune
sostanze impiegate nella fabbricazione illecita di sostanze stupefacenti e psicotrope. Tale allegato ¢ presente nel Testo aggior-
nato della legge 309/90 (G.U. n.62 del 15/03/06). L'efedrina, la pseudoeferina e la metilefedrina sono inserite nella lista dei
farmaci, delle sostanze biologicamente o farmacologicamente attive di cui all'articolo 1 della legge n. 376/00: “Disciplina
della tutela sanitaria delle attivita sportive e della lotta contro il doping” pubblicata nella Gazzetta Ufficiale n 294 del 18
dicembre 2000. Tale lista ¢ stata approvata con Decreto Ministeriale del 15 ottobre 2002 e pubblicata nella Gazzetta Ufficiale
n. 278 del 27 novembre 2002.

Un campione di urine viene giudicato positivo ad un controllo antidoping quando presenta una concentrazione di efedrina
pari o superiore a 10 pg/ml®.

La regolamentazione di tale sostanza ¢ tuttavia disputa di controversie nonostante evidenze scientifiche mostrino pesanti
effetti collaterali a carico del sistema cardiovascolare e del sistema nervoso centrale. Pertanto a causa delle reazioni avverse
¢ possibile asserire che i preparati “erboristici” a base di efedrina possono risultare particolarmente pericolosi anche in rela-
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zione con la possibilita che una sensibilizzazione “non grave” (legata alla suscettibilita individuale nei confronti dell’efedri-
na) si trasformi, compatibilmente con le condizioni generali del soggetto e con eventuali patologie preesistenti, in patologie
piu importanti con esito talvolta fatale ?.

Per comprendere quale sia il quantitativo necessario di efedrina da assumere per ottenere un campione di urine positivo al
controllo antidoping, si riporta come esempio un lavoro pubblicato da Lefebre et al. nel 1992 ® in cui ¢ stata analizzata
I’escrezione urinaria di efedrina a seguito dell’assunzione di quattro dosi in ciascuna delle cavita nasali di una soluzione com-
merciale di efedrina (spray nasale), ad intervalli di due ore, per un totale di circa 14 mg di efedrina somministrati. I livelli
d’efedrina riscontrati nelle urine variavano tra 0,9 e 16,5 pg/ml, mentre la percentuale media di recupero della sostanza entro
10 ore dall’assunzione era pari al 33 %. Secondo gli stessi autori, I’uso di una formulazione commerciale tipo spray nasale
d’efedrina a dosi terapeutiche puo dare luogo ad una concentrazione media di principio attivo nelle urine pari a circa 5 pg/ml.
Per la Svizzera ed i paesi Europei i prodotti contenenti derivati dell'efedrina sono registrati quali prodotti farmaceutici acqui-
stabili solo con ricetta medica.

Recentemente, la Food and Drug Administration (FDA), 1'organismo americano responsabile per il controllo di prodotti far-
maceutici ed alimentari, sulla base dei dati scientifici a disposizione riguardanti la farmacologia dell’efedrina e dei compo-
sti similari e gli eventi avversi riportati a seguito dell’assunzione di integratori dietetici a base di efedrina, ha concluso che i
suddetti integratori comportano rischi per la salute a breve e lungo termine. Per tale motivo, la medesima FDA ha ritenuto
di disporre che gli integratori alimentari a base d’efedrina devono essere considerati come adulterati ed ha deciso di proibi-
re tutti 1 prodotti che contengano dei derivati dell'efedrina®.

Inoltre tale sostanza risulta inserita nelle lista delle sostanze proibite pubblicata dalla World Antidoping Agency (WADA).

Proprieta farmaco-tossicologiche

Le proprieta farmacologiche dell’efedra sono dovute alla presenza di efedrina, pseudoefedrina ed altri alcaloidi struttural-
mente correlati. C'efedrina e la pseudoefedrina sono agenti simpaticomimetici dotatati di attivita agonista, sia diretta che indi-
retta, nei confronti dei recettori alfa e beta-adrenergici e stimolante il sistema nervoso centrale “*'.

Lefedrina puo essere assunta per via inalatoria (i sali di efedrina sono usati come decongestionanti nasali) e viene assorbita
bene anche attraverso la cute sotto forma di unguento. Gocce di efedrina allo 0.1 % applicate agli occhi sono efficaci per il
trattamento della congiuntivite allergica. Quando I’efedrina viene somministrata per via orale per i suoi effetti broncodilata-
tori e decongestionanti, la dose media ¢ di 25-50 mg/kg/die da ripetere se necessario ogni 3-4 ore. La dose totale giornalie-
ra non dovrebbe comunque superare i 150 mg. La dose pediatrica ¢ di 2-3 mg/kg/die di peso corporeo o 100 mg/m?/die di
superficie corporea, suddivise in 4-6 dosi®. In caso di somministrazione parenterale, deve essere iniettata la minima dose
efficace (12,5-25 mg).

Dopo somministrazione orale 1’efedrina viene rapidamente e completamente assorbita a livello intestinale. Una volta assor-
bito il composto raggiunge il picco plasmatico dopo un’ora dall’assunzione e presenta un elevato volume di distribuzione.
Lemivita plasmatica della sostanza varia da 3 a 6 ore a seconda del pH urinario. Tuttavia i suoi effetti farmacologici perdu-
rano per circa 1 ora. Lefedrina ed i composti ad essa correlati sono lipofili e possono attraversare la barriera emato-encefa-
lica interagendo con il sistema nervoso centrale.

Solo una piccola parte di efedrina viene metabolizzata ad opera del fegato; le principali reazioni che la sostanza subisce sono
N-demetilazione (8-20%) e deaminazione (4-13%). La maggior quota di efedrina (circa il 53-74%) viene invece escreta in
forma immodificata con le urine. Lescrezione urinaria, per la presenza di un amino gruppo ionizzabile, viene favorita dal
pH acido delle urine “*'2.

A livello centrale I’efedrina esercita un potente effetto stimolante; ha trovato impiego come anoressizzante centrale contenu-
to in prodotti dimagranti e per il trattamento della narcolessia e degli stati depressivi®.

A livello cardiovascolare determina incremento della forza di c