PREMESSA
I principali costituenti lipidici dello strato corneo sono il colesterolo, gli acidi grassi liberi e le ceramidi. Queste ultime rappresentano un gruppo unico ed eterogeneo costituito da almeno otto tipi che differiscono tra loro per la porzione polare e per la lunghezza della catena dell’acido grasso. In aggiunta ai lipidi liberi della matrice dello strato corneo, sono state individuate almeno due specie di ceramidi legate covalentemente all’involucro proteico dei corneociti. I lipidi epidermici intercellulari pur rappresentando solo il 15% del peso dello strato corneo, sono i componenti essenziali per una appropriata funzione di barriera e prevengono, in combinazione con il cosiddetto strato idrolipidico, l’eccessiva perdita di acqua transepidermica. La sintesi di lipidi si verifica negli strati cellulari nucleati dell’epidermide e sono, quindi, trasportati e conservati all’interno dei cosiddetti corpi lamellari, la cui formazione è visibile, prima, a livello dello strato spinoso, poi continua per tutto quello granuloso. Nella parte più esterna di tale strato il contenuto dei corpi lamellari viene secreto nei spazi intercellulari all’interfaccia strato granuloso-strato corneo. (Rawlings, 2003) I corpi lamellari contengono principalmente lipidi polari (colesterolo, fosfolipidi, glucosilceramidi) ed enzimi idrolitici. Il rilascio del contenuto dei corpi lamellari alla giunzione tra lo strato granuloso e lo strato corneo induce profondi cambiamenti biochimici, responsabili della formazione della matrice lipidica intercellulare. Gli enzimi idrolitici dei corpi lamellari, infatti, degradano i fosfolipidi in glicerolo e acidi grassi liberi, le glucosilceramidi e sfingomieline in ceramidi. Alla fine del processo di differenziamento nello strato corneo sono presenti principalmente lipidi polari in rapporto equimolare ceramidi, colesterolo e acidi grassi liberi ed in quantità inferiori lipidi non polari (colesterolo solfato ed esteri di colesterolo) (Schurer et al. 1991). Tali trasformazioni biochimiche provocano cambiamenti sequenziali nella struttura dell’epidermide ottenendo una particolare organizzazione dei lipidi intercellulari in unità strutturali multilamellari. 
Le ceramidi

Le ceramidi rappresentano circa il 50% in peso dei lipidi dello strato corneo. Esse costituiscono un gruppo eterogeneo di sfingolipidi formati da una base sfingoide di 18 atomi di carbonio legata mediante legame ammidico ad acidi grassi. Le basi sfingoidi presenti nelle ceramidi della cute sono sfingosina, fitosfingosina e 6-idrossisfingosina, mentre gli acidi grassi possono essere o idrossilati in posizione alfa o in posizione omega o non idrossilati. Le differenze nel sito, grado di idrossilazione, nella lunghezza della catena acilica e nel numero e posizione dei doppi legami delle catene degli acidi grassi legati, sono responsabili dell’eterogeneità degli sfingolipidi dell’epidermide e sono importanti nella caratteristica organizzazione delle strutture lamellari lipidiche intercellulari. Inizialmente le ceramidi purificate mediante cromatografia dallo strato corneo erano 6 (Wertz et al. 1983), ma recentemente dalla cute umana sono state isolate altre due ceramidi: una con polarità intermedia tra quella della ceramide 3 e ceramide 4 e una con polarità simile a quella della ceramide 5 (Robson et al. 1994; Stewart et al. 1999). Le ceramidi aventi come base la sfingosina sono la ceramide di tipo 1, 2 e 5, mentre la ceramide di tipo 3 e 7 hanno come base la fitosfingosina e quelle di tipo 8, 6, 4 presentano nella loro struttura la 6-idrossisfingosina. Tali ceramidi differiscono tra di loro, oltre che per la base sfingoide, anche per il tipo di acido grasso legato. Le ceramidi 1 e 4 hanno acidi grassi con catene idrocarburiche tra i 30 e 40 atomi di carbonio ai quali è legato mediante legame estere in posizione omega l’acido linoleico. Le ceramidi di tipo 2, 3, 6 presentano catene aciliche non idrossialate di lunghezza compresa tra i 18 e 28 atomi di carbonio, mentre quelle di tipo 5, 7, 8 hanno acidi grassi idrossilati. Queste ultime differiscono tra di loro per la lunghezza della catena dell’acido grasso, infatti le ceramidi 7 e 8 hanno catene idrocarburiche di 24 o 26 atomi di carbonio, mentre la catena acilica dell’acido grasso presente nella ceramide 5 può contenere 16, 24 o 26 atomi di carbonio. Nella cute umana, oltre alle 8 ceramidi responsabili della funzione di barriera dello strato corneo, sono presenti 2 ceramidi, indicate con la lettera A e B, legate covalente alle proteine dell’involucro corneo dei cheratinociti e fondamentali per l’organizzazione delle strutture lamellari lipidiche intercellulari. Le ceramidi A e B hanno ambedue un lungo ω-idrossiacido legato rispettivamente alla sfingosina o alla 6 idrossisfingosina. 

Le otto ceramidi dello strato corneo derivano non solo da vie biosintetiche regolate da serin-palmitoiltransferasi, ma anche dall’idrolisi di glucosilceramidi e delle sfingomieline ad opera degli enzimi β-glucosilcerebrosidasi e sfingomielinasi. Inoltre la quantità di ceramide nello strato corneo dipende dall’equilibrio tra la loro sintesi da parte di enzimi generanti ceramidi (serin-palmitoiltransferasi, sfingomielinasi e β-glucosilcerebrosidasi) e degradazione ad opera di enzimi degradanti la ceramide (ceramidasi). Queste alterazioni sono determinate da uno squilibrio nel metabolismo lipidico cutaneo. 

Alcune patologie cutanee come la dermatite atopica, psoriasi e ictiosi sono caratterizzate da un deficit di alcune ceramidi o riduzione dei livelli di questi sfingolipidi. Tali alterazioni della composizione lipidica sono responsabili della compromessa funzionalità della barriera cutanea. 

Numerosi studi clinici, relativi a diverse malattie della pelle, hanno evidenziato l’importante ruolo delle ceramidi nel mantenere la permeabilità e l’integrità delle strutture lamellari. Infatti, alcune condizioni della pelle così come alcune malattie sono caratterizzate da ipercheratinizzazione, spesso associata a rossore e prurito. La pelle, di conseguenza, appare secca e rugosa, con una barriera lipidica variamente danneggiata ed una aumentata perdita di acqua trans-epidermica. La barriera epidermica può incorrere nei seguenti problemi:
· danno acuto, molto comune di solito non associato a processi infiammatori che portano a patologie della pelle;

· danno cronico, per esempio la xerosi, spesso legato alla stagione e comune nelle persone con pelle atopica. I sintomi importanti di danno alla barriera si rilevano a livello dello strato corneo e sono: anormale secchezza, rugosità e squamosità. Tali sintomi, osservati anche nella dermatite da contatto irritante, portano a reazioni infiammatorie e in alcuni casi rappresentano l’inizio di malattie della cute;

· cambiamenti strutturali nella barriera cutanea come quelli osservati nella ictiosi, nelle malattie discheratotiche e nella pelle atopica;
· malattie infiammatorie accompagnate da cambiamenti nella barriera della pelle (dermatite atopica e psoriasi).

E’ difficile, comunque, dimostrare il legame tra le malattie della pelle e i cambiamenti nella composizione lipidica a causa delle molte variabili che intervengono nella regolazione e modulazione della composizione della barriera cutanea. Importanti, a tale riguardo, sono l’età, il sesso, la sede corporea e il fenotipo, ma anche le variabili legate all’ambiente (variazioni stagionali e luce ultravioletta).
In diversi lavori è stato dimostrato che con l’età si verificano cambiamenti nei livelli di ceramidi e nei lipidi totali presenti nello strato corneo. E’ stato supposto che la riduzione nel contenuto di ceramidi nella pelle di soggetti anziani sia dovuta principalmente ad un aumento, dovuto all’età, dell’attività dell’enzima ceramidasi, mentre sembra che la beta-glucocerebrosidasi rimanga invariata. In altri studi è riportata, invece, una riduzione dell’attività sfingomielinasica alla base del decremento delle ceramidi. 
Dati di letteratura dimostrano che formulazioni contenenti lipidi identici a quelli presenti nello strato corneo e, in particolare, alcune ceramidi, possono migliorare le condizioni della cute alterata. La somministrazione di lipidi simili a quelli naturali normalizza o accelera il recupero della funzione di barriera. In uno studio, infatti è stato dimostrato che la somministrazione topica di alcune ceramidi sintetiche era in grado di alleviare la secchezza della pelle (Imokawa et al., 1989). Tali evidenze sperimentali hanno portato allo sviluppo di nuove terapie topiche a base di lipidi fisiologici ed in particolare di formulazioni contenenti miscele di ceramidi. 
Studi precedenti condotti nel nostro laboratorio (Di Marzio et al., 1999).  hanno indicato la capacità di un ceppo di Sreptococcus salivarius subsp. thermophilus di aumentare, attraverso un’attività sfingomielinasica, in modo graduale e tempo dipendente, i livelli di ceramidi in colture di cheratinociti in vitro. Abbiamo quindi voluto verificare se una crema contenente un estratto di tale ceppo batterico fosse in grado di aumentare i livelli di ceramide nella cute di soggetti sani. I risultati ottenuti indicano che tutti i volontari sottoposti ad un trattamento topico per sette giorni, mostravano un significativo incremento dei livelli di ceramidi nello strato corneo. 
Le principali ceramidi individuate nello strato corneo umano sono costituite da sfingosina o diidrosfingosina (come base sfingoide) coniugate con acidi grassi  a catena lunga idrossilata o meno. Le ceramidi generate dopo il trattamento con S. thermophilus erano sia a catena acilica idrossilata che non idrossilata. Entrambi questi tipi di ceramidi sono importanti nella funzione di barriera dello strato corneo (Murata et al., 1996; Motta  et al., 1994). In base ai risultati ottenuti è stato supposto che l’incremento di ceramidi osservato fosse associato alla presenza di un enzima con attività sfingomielinasica in S. thermophilus. Tali risultati ci hanno stimolato ad analizzare l’effetto di probiotici nel trattamento di patologie desquamatorie. Il nostro gruppo infatti, ha in seguito, dimostrato che in pazienti con dermatite atopica il trattamento con la crema sperimentale contenente S. thermophilus per due settimane, era responsabile di un significativo incremento nei livelli di ceramidi. Dal punto di vista clinico, la somministrazione topica per 2 settimane della crema sperimentale ha ridotto i segni dell’eritema, della desquamazione e il prurito in tutti i pazienti (Di Marzio et al., 2004). Il miglioramento era costante e stabile per tutto il periodo di osservazione. La crema base, priva dell’estratto batterico, non ha modificato i segni e i sintomi nei pazienti; pertanto, il trattamento è stato interrotto entro 4-5 giorni. Recentemente, dati ottenuti dal nostro laboratorio indicano che l’applicazione topica, per due settimane, della crema contenente S. thermophilus in soggetti sani anziani, oltre a produrre un incremento significativo dei livelli di ceramidi, è responsabile di un aumento nella idratazione e quindi nella flessibilità e tonicità della cute di tali soggetti così come evidenziato mediante l’analisi di TEWL Trans-Epithelial Water Loss e corneometria (Di Marzio et al. 2005).
Scopo del lavoro
Alla luce degli effetti positivi e benefici ottenuti in seguito al trattamento con i fanghi termali, provenienti dalle Terme Alte di Rivisondoli, l’obiettivo del presente studio è stato quello di verificare la presenza, in tali fanghi, di un principio attivo potenzialmente in grado di determinare un aumento della ceramide a livello cutaneo. 
In particolare gli scopi del presente lavoro sono stati:

1. evidenziare e caratterizzare l’eventuale presenza di attività di SMasi neutra in campioni di fango provenienti dalle Terme;

2. isolare e caratterizzare i ceppi batterici rilevabili nel fango;
3. associare l’eventuale attività sfingomielinasica del fango alla presenza batterica, attraverso l’analisi enzimatica nei ceppi isolati.
Materiali e Metodi
Campioni. I campioni di fango, provenienti dalle Terme Alte di Rivisondoli (L’Aquila), vengono indicati come: 
· lotto 1: Fango fresco non irradiato; 
· lotto 2: Fango irradiato raccolto di recente; 
· lotto 3: Fango irradiato raccolto 2 anni fa 
Isolamento e caratterizzazione dei ceppi batterici

I campioni di fango venivano così processati:

1) risospensione di una piccola quantità di fango in soluzione fisiologia sterile;

2) semina diretta di  100 μl della sospensione 1) su piastre con terreni selettivi e differenziali per gram-negativi, gram-positivi e funghi;

3) incubazione a 37°C in termostato per 24h

4) lettura delle piastre (era rilevabile la crescita di colonie solo su Mac Conkey Agar (terreno differenziale per Enterobatteri));
5) le colonie venivano così reisolate sullo stesso terreno e sottoposte ad identificazione con sistemi standardizzati (API – Bio-Merieux).
Anche campioni di acqua prelevati dalla fonte venivano sottoposti ad analogo procedimento:

1. conta batterica effettuata su un terreno generale Nutrient Agar

2. incubazione a 37°C in termostato e lettura delle piastre dopo 24, 48 e 72h (la crescita sulle piastre risultava negativa a tutte le diluizioni effettuate);

3. semina diretta di 100 μl  di campione su piastre con terreni selettivi e differenziali per gram-negativi, gram-positivi e funghi;

4. incubazione a 37°C in termostato e lettura delle piastre dopo 24h;

5. lettura delle piastre (era rilevabile la crescita di colonie solo su Mac Conkey Agar (terreno differenziale per Enterobatteri));
6. le colonie vengono così reisolate sullo stesso terreno e sottoposte ad identificazione standardizzati (API – Bio-Merieux);

Tutti i batteri isolati venivano fatti crescere in 500 ml di un terreno ricco, Tryptone Soya Broth, in termostato sotto agitazione (180 rpm) over-night a 37°C.

Ciascun campione viene quindi centrifugato a 8000 rpm per 30’. Vengono quindi effettuati due lavaggi in soluzione fisiologica a 8000 rpm per 15’ ciascuno. Il pellet, così ottenuto, viene risospeso in 5 ml di fisiologica e sottoposto a 4 cicli di sonicazione (potenza 60W) da 30 sec. con 60 sec di intervallo. 

Dosaggio della sfingomielinasi. 
L’attività della sfingomielinasi (SMasi) era determinata sia nel fango termale sia nei diversi ceppi batterici isolati dal fango. Per la determinazione di tale attività 500 mg di fango venivano risospesi in 1 ml di soluzione fisiologica, il materiale veniva frantumato mediante l’utilizzo di un pestello. Per il dosaggio dell’attività enzimatica differenti quantità di sospensione di fango e di lisati batterici erano incubate per 30 minuti a 37°C in 200 l di una soluzione contenente Tris-HCl 50 mM pH 7.4, MgCl2 1 mM e un mix di 5 nmoli di sfingomielina, costituito da 407 pmoli di [N-metil-14C]-sfingomielina (0,11 Ci/ml, attività specifica 54 mCi/mmole, Amersham Buckinghamshire, England) e 4,6 nmoli di sfingomielina fredda (0,018 mg/ml; soluzione madre 1 mg/ml, Sigma Aldrich). La reazione iniziava con l’aggiunta del mix di sfingomielina disciolta nel tampone di dosaggio contenente Triton-X100 0,1% e dispersa mediante sonicazione. La reazione veniva bloccata con l’aggiunta di 250 l di cloroformio/alcol metilico (CHCl3/CH3OH) nel rapporto 2:1 (vol./vol.). I lipidi venivano estratti mediante aggiunta di 800 l di CHCl3/CH3OH nel rapporto 2:1 (vol./vol.) e 250l di acqua. Dopo centrifugazione a 10987xg per 10 min. a 4°C la fase acquosa veniva sottoposta ad altre due estrazioni consecutive con 500 µl di CHCl3. Le diverse fasi organiche venivano poi riunite e lavate una volta, con 700 µl di CHCl3/CH3OH/H20 (3:48:47, vol/vol) per rimuovere completamente la fosforilcolina radioattiva libera, l’altro prodotto di idrolisi della SM. Le fasi acquose dei vari lavaggi e le fasi organiche sono state raccolte, trasferite nelle vials e contate tramite liquido di scintillazione al β counter (Beckman). L’attività della SMasi è stata espressa come pmol di SM idrolizzata/h/mg di fango o come pmol di SM idrolizzata/h/mg di proteina batterica.
Risultati

Sfingomielinasi neutra in campioni di fango proveniente dalle Terme Alte di Roccaraso.

Il dosaggio dell’attività sfingomielinasica nei fanghi e nei ceppi batterici da essi isolati: mediante determinazione dei livelli di fosforilcolina generati in seguito ad idrolisi di sfingomielina, sono mostrati in tabella 1 e 2. I risultati riportati in tabella 1 dimostrano la presenza di attività sfingomielinasica in tutti i lotti esaminati. Tuttavia, i livelli di sfingomielina idrolizzata dal campione di fango lotto 1 risultavano significativamente superiori a quelli del lotto 2, indicando che il processo di irradiazione con Pb, probabilmente, determina un danno a livello proteico che determina una riduzione di circa il 59% dell’attività di SMasi. Un ulteriore decremento dell’attività enzimatica risultava evidente nel lotto 3 (….% rispetto al lotto 1 e …% rispetto al lotto 2) suggerendo che, oltre al processo di irradiazione anche il tempo può portare ad una parziale compromissione della proteina enzimatica. 

	Tabella 1

	CAMPIONE
	pmoli SM idrolizzata/ora/

mg di peso secco fango

	Lotto 1
	145,3±10,6

	Lotto 2
	85,35±6,2

	Lotto 3
	58,34±3,2

	· lotto 1: Fango fresco non irradiato; 

· lotto 2: Fango irradiato raccolto di recente; 

· lotto 3: Fango irradiato raccolto 2 anni fa 


Isolamento e caratterizzazione dei ceppi batterici

Lo studio dei ceppi batterici nei campioni di fango e di acqua ha portato ad evidenziare la presenza di Serratia fonticola e Aeromonas sobria, nei campioni di fango, e di  Aeromonas sobria e Aeromonas veronii, nei campioni di acqua.
Per quanto riguarda il genere Aeromonas, appartiene alla famiglia delle Aeromonadaceae. Sono bacilli gram-negativi, aerobi facoltativi, fermentanti. Crescono sui comuni terreni di coltura, avendo scarse esigenze nutrizionali e anche su terreni specifici per Enterobacteriaceae. I membri del genere Aeromonas sono germi tipicamente ambientali, si ritrovano nel suolo e nelle acque, sia dolci che salate, stagnanti, fluenti e di scarico. Possono resistere anche ai processi di clorazione.

Le specie di  Aeromonas possono infettare l’uomo indirettamente tramite l’acqua e gli alimenti o direttamente durante interventi chirurgici o manovre diagnostiche strumentali. Sono quindi patogeni opportunisti. In letteratura è riportato che sia Aeromonas  sobria che Aeromonas veronii  sono state isolate, oltre che da altre sedi,  da ferite alle gambe di persone venute in contatto con acque dolci.

Per quanto riguarda il genere Serratia, appartiene alla famiglia delle Enterobacteriaceae. Sono bacilli gram-negativi, aerobi facoltativi, fermentanti.Le serratie crescono sui comuni terreni di coltura e si isolano da materiali polimicrobici su quelli selettivi per le Enterobacteriaceae. Le specie di Serratia si ritrovano nel suolo, nei rifiuti, nelle acque superficiali e di scarico. Anch’esse sono considerate patogeni opportunisti.La Serratia fonticola è stata trovata in acque sorgive, ma qualche ceppo è stato anche isolato da campioni clinici.E’ ancora incerto il suo ruolo come agente eziologico di infezioni.

Attività di Sfingomielinasi neutra nei ceppi batterici isolati 

In tabella 2 sono riportati i risultati relativi al dosaggio dell’attività enzimatica della sfingomielinasi neutra nei diversi ceppi batterici isolati dai campioni di acqua e di fango. 
	Tabella 2

	Ceppo 
	pmoli SM hydro/h/mg prot

	Serratia fonticola
	1264±195)

	Aeromonas sobria
	37±  2 

	 Aeromonas veronii
	974


Appare evidente che i due ceppi che risultano contribuire in modo significativo ai livelli di SMasi nei campioni analizzati sono S. fonticola e A. veronii, mentre A. sobria risulta avere livelli dell’enzima molto più bassi. D’altro canto, a testimonianza della specificità del test utilizzato, nel brodo di coltura dei batteri il livello di attività enzimatica risultava <5 pmoli SM hydro/h/mg prot.
Conclusioni
· I fanghi delle Terme Alte di Rivisondoli presentano alti livelli di SMasi neutra che potrebbero essere alla base degli effetti benefici cutanei rilevati in seguito al trattamento con gli stessi.

· La presenza di SMasi neutra potrebbe determinare un incremento dei livelli di ceramide a livello cutaneo, agendo sulla sfingomielina presente nello strato corneo.

· L’origine della SMasi neutra appare essere batterica. In particolare i ceppi batterici isolati dal fango e/o dall’acqua di fonte e in seguito caratterizzati che esprimono alti livelli di tale enzima, in termini di attività, sono Serratia fonticola e Aeromonas veronii
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