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Introduzione

I flavonoidi naturali comprendono un vasto gruppo di metabolifi polifenolici che sono
largamente diffusi in tutti 1 derivati delle piante costituendo in tal modo un componente
fondamentale della nutrizione quotidiana. Questi composti organici hanno di recente suscitato
un notevole interesse per il loro molo come sostanze anti-ossidanti, anti-infiammatorie, anti-
angiogeniche, analgesiche ed epatoprotettive, citostatiche, apoptotiche, estrogeniche e anche
anti-allergiche (1). Fino ad oggl sono state identificati oltre 8000 metaboliti secondari de1
vegetali classificabili come flavonoidi che in natura sono presenti come agliconi, glicosidi o
derivati metilati. Da un punto di vista chimico questi idrocarburi aromatici derivano dalla
sostituzione di due scheletri carboniosi eterociclici, il cromano o 11 flavano, dando origine a otto
famiglie diverse: flavani, flavanoni e flavonoli, 1soflavanon, flavoni, 1soflavoni, antocianidine,
calconi e flavonolignani. Tra questi compost: probabilmente il pit noto e diffuso é la quercetina.
La quercetina & la forma agliconica ben nota di un vasto numero di glicosidi flavonoidi come la
rutina e la quercefina; & un composto naturale, classificato come IARC gruppo 3, quindi non
cancerogeno, che appartiene, come il kemferolo, al sottogruppe dei flavonoli. La quercetina é
diffusa m vegetali quali la cipolla rossa, 1 broceols, il sedano, 1 capperi, le mele, le more e i
murtilli ne1 quali & presente in forma agliconica o come coniugato glicosidico.

Una vasta letteratura riguardante le proprietd farmacologiche della quercetina le attribuisce
proprieta anti-ossidanti e di scavenging dei radicali liber:, anti-infiammatoria, modulatrice
dell’attivita di alcumi enzinu e dell’espressione genica (in particolare delle citochine) e anti-
allergica. L aftivita anti-allergica delle quercetina & stata studiata sia su modelli cellulari che su
modelli amimali (1). L'efficacia clinica della quercetina & stata mostrata in alcuni modelli
epidemiologici sulla prevenzione dell’asma e nelle dermatiti atopiche; malgrado questo
flavonolo costifuisca il principale flavonoide mtrodotto con la dieta nei paesi industrializzat,
con un’assunzione media che va dagli 0.1 a1 5.9 mg/die, alcum problenu cirea l'efficacia delle
forme glicosidiche rispetto a quelle agliconiche e circa 1 dati reali di biodisponibilita lasciano
ancora aperto 1l campo di indagine sul reale ruolo anti-allergico della quercetina. C’é da dire,
tuttavia, che ’azione della quercetina sulle cellule implicate nelle reaziom di ipersensibilita,
come mastociti e basofili, non é stata ancora chiarita neanche dagh studi in virre. Le recent
evidenze che mostrano come il basofilo costituisca una cellula chiave nella promozione
dell’infiammazione allergica cronica, dell’anafilassi e nel ruolo delicato della B-mmemory e del
rapporto tra immunita innata e acquisita, suggeriscono che un modello sperimentale interessante
& proprio lo studio dell’effetto dei flavonoidi su questi granuloeiti. In realtd, 1 modelli cellulari s1
sono limitati a pochi studi riguardo la funzione dei basofili (2, 3) e usando criteri metodologici
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oggr amplamente superati. In questo studio é stato valutato Deffetto della quercetina
sull’attivazione di basofili umam attraverso una recente metodica citometrica.

Metodi

Lo studio & stato eseguito allo scopo di chiarre quale fosse I'effetto della quercetina pura
sull’'espressione di alcune molecole di membrana del basofilo, la tetraspanina CD63 ed
l'ectoenzima CD203c, che vengono up-regolate successivamente ad un’attivazione
infiammatoria o allergica della cellula. L’espressione di queste molecole & molto studiata nella
letteratura del settore, sopraftutto nel contesto diagnostico (4), e quindi rappresenta un ottimo
modello sperimentale per comprendere ’azione anti-allergica in vifro di una sostanza come la
quercetina. Leucociti uman da pool di numimo 4 buffy coat per esperimento (totale 30 soggett1)
1solat1 da sangue venoso in K2-EDTA di donator1 sani e risospest in tampone HEPES. sono stati
trattati a 37°C per 10 nun con dosi di quercetina da 10 ng/mL a 10 pg/mL (range 0,03-33 pM) e
aftivati con 4 pg/mL di anti-IgE (protocollo 1) o 100 nmol/L formul peptidi (protocollo 2) per
ulterion 30 mun a 37°C. Le cellule sono state percid sottoposte a due fipologie di attivazione:
con un peptide chemiotattico di denivazione batterica, 1l formil-Met-Leu-Phe (fMLP) o con un
anticorpo monoclonale anti-IgE. Le due vie di attivazione, correlate in letteratura con 1 termini
piecemeal degranulation (PMD) e anaphylactic degranulation (AND) possono in termum pii
semplici essere indicate come due modelli esemplificativi di due tipologie di attivazione dei
basofili, quella infiammatoria (detta anche non-immunologica) e quella allergica (detta da alcum
autori immunologica). Successivamente 1 basofili sono stati catturati in cifometria a flusso con
gating CDI123 bright/HLADRnon express e ne € stata studiata ’attivazione musurando le
variazioni dei valori medi di intensita di fluorescenza (MFI) dei marcatori CD63 e CD203c e la
percentuale di CD63 express rispetto a1 controlli (5).

Risultati

Nel modello allergico o immunologico con anfi-IgE, valutando 'MFI dei marcatori di
aftivazione, la quercetina si mostra un ottimo inibitore alle dosi gia verificate da altri autor:
studiando 1l rilascio di 1stanuna cioé intorno a1 5-50 pmol/L (2): 1l flavonoide mibisce del 95%
(95,04 £0,63) e dell’85% (85,47% =3 ,80) I'espressione rispettivamente del CD63 e del CD203c¢
g1a alla dose di 1 pg/mL (3 pM) e I'effetto mibitorio, anche se molto meno marcato, si verifica
anche nel modello non mmunologico con fMLP (Figura 1). Il protocollo che valuta 1'effetto
inibitorio della quercetina, misurando l'espressione dei marcatori di membrana, mostra una
maggiore sensibilita rispetto ad altri test di attivazione poiché & capace di indicare un effetto
wibitorio del bioflavonoide anche a 10 ng/mL (0,03 nM) con imbizioni del 26,41% e del
14,91% rispettivamente sul CD63 e sul CD203c (Figura 1). La curva dose-risposta della
percenfuale di cellule CD63 express conferma 1 dati del CD63 MFI. Sul modello infiammatorio
non immunologico la quercetma esibisce un comportamento modulatorio e di tipo ormetico:
mentre alle dos1 di 1-10 pg/mL imbisce "attivazione cellulare, alle dosi pii1 basse la quercetina
stumola I'attivazione affraverso un meccanismo di priming dell’espressione delle molecole
CD63 e CD203c¢ (Figura 1).
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Figura 1. Dose-response di diverse concentrazioni di quercetina espressa come % di effetto sulla
espressione dei marcatori CD63 (A & B) & CD203c¢ (C & D) nei due diversi protocolli sperimentali
(medie * SEM). A e C: effetto su cellule stimolate con anti-IgE (modello “allergico™ o “anafilattico™),
B e D: effetto su cellule stimolate con fMLP (modello “batterico™ o “piecemeal”)

Discussione

La comprensione dei meccanismi con cul la quercetina svolge un ruolo inibitorio
nell’attivazione dei basofili mediata da allergent mentre funziona da primer dell’attivazione
mediata da infiammazione batterica & ancora oggetto di studio; finora in letteratura non sono
state pubblicate evidenze simili. Una 1potesi di lavoro potrebbe essere suggerita dai divers:
meccanismi di trasduzione intracellulare del segnale e dalle evidenze recenti cirea il ruolo che la
quercetina svolge su alcune chinasi e proteasi cellulari come le MAP chinasi (6), la PKC (7) e
PI3K (8). Recenti dati del nostro laboratorio confermano che gl effetti della quercetina qu
descritti potrebbero essere legati al suo target biologico PI3K (9). Il dato che emerge da questi
studi & che la quercetina inibisce 1"attivazione allergene-mediata det basofili a dost molto basse,
sensibilmente inferiori a quelle della letteratura, mentre alle stesse dosi esercita una funzione
priming sulla nisposta mfiammatoria naturale, come puo essere quella mediata da un peptide
chemiotattico batterico. Non si sa ancora quale sia il ruolo funzionale di questi fenomem
evidenziati sul modello di laboratorio ma, visto che si tratta di effetti di dosi molto basse, &
probabile che & probabile che siano sfruttabili anche nella modulazione nutraceutica
dell’nfiammazione e dell'immunitd. In ogni caso, 1 fenomem descritti sono di interesse
notevole alla luce del rivalutato ruolo der meccamisnu di ormes: in medicmna e del loro ruolo
nell’azione bifasica dei medicinali naturali e omeopatici (10).
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Conclusioni

Dato che 1l contenuto in quercetina nei vegetali citati & dell’ordine del centmaio di pg/g di
peso secco 1l lavoro suggerisce che un possibile molo anti-allergico smi granulociti basofili di
alcune sostanze nafurali potrebbe essere dovuto al loro contenuto in quercetina e mediato
dall’attivita regolatoria di questo flavonoide su1 basofili.
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