Esperidina e SARS-CoV-2: nuova luce sulla funzione salutare degli agrumi
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Riassunto

Tra i tanti approcci alla prevenzione del Coronavirus 2019 (COVID-19), il possibile ruolo della nutrizione é
stato finora piuttosto sottovalutato. Gli alimenti sono molto ricchi di sostanze con un potenziale effetto
benefico sulla salute e alcune di queste potrebbero avere un'azione antivirale o essere importanti nel
modulare il sistema immunitario e nel difendere le cellule dallo stress ossidativo associato all'infezione.
Questa rassegna richiama l'attenzione su alcune sostanze degli agrumi, e in particolare dell'arancia (Citrus
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sinensis), frutto ben noto per il suo contenuto di vitamine e flavonoidi. Tra i flavonoidi, I'esperidina ha
recentemente attirato I'attenzione dei ricercatori, perché si lega alle proteine-chiave del virus SARS-CoV-2.
Vari metodi computazionali, applicati indipendentemente da diversi ricercatori, hanno dimostrato che
I'esperidina ha una facilita di legame sia con la proteina "spike" del coronavirus, sia con la proteasi principale
che trasforma le prime proteine del virus (ppla e ppalb) nel complesso responsabile per la replicazione
virale. L'energia di legame dell'esperidina a questi importanti elementi e inferiore a quella di lopinavir,
ritonavir e indinavir, suggerendo che potrebbe svolgere un'efficace azione antivirale. Inoltre, sia I'esperidina
che l'acido ascorbico contrastano gli effetti dannosi per le cellule dei radicali liberi dell'ossigeno innescati
dall'infezione e dall'inflammazione. La possibile efficacia preventiva della vitamina C, alla dose ottenibile
dalla dieta, € oggetto di discussioni ma recenti rassegne suggeriscono che questa sostanza puo essere utile in
caso di forte carico del sistema immunitario causato da malattie virali. In conclusione, metodi
computazionali e studi di laboratorio supportano la necessita di intraprendere appositi studi preclinici,
epidemiologici e sperimentali sui potenziali benefici dei componenti degli agrumi per la prevenzione delle
malattie infettive, incluso COVID-19.

1. Introduzione

La malattia da coronavirus 2019 (COVID-19), essendo una malattia nuova e in gran parte sconosciuta, ha
fornito ai medici la necessita di indagare e provare nuovi approcci e interventi. Nelle prime fasi della
pandemia, molti tentativi sono stati sollecitati dall'urgenza ma ora la nostra conoscenza sta aumentando e si
sta consolidando. Sul fronte della prevenzione, sono state messe in atto varie misure e sono state emesse
raccomandazioni, sebbene non tutte basate su prove rigorose. Molte speranze sono state riposte sui vaccini,
ma la loro fattibilita, efficacia e sicurezza sono ancora molto incerte. Sebbene siano in corso studi clinici per
testare diversi antivirali e altri agenti, una domanda importante per la popolazione € se ci siano nutrienti e
schemi alimentari / nutrizionali che possano prevenire l'infezione virale o mitigarne la gravita. La dieta
sembra essere un aspetto trascurato o perlomeno sottovalutato, sebbene sia riconosciuto che spesso rivesta un
ruolo importante nella prevenzione di varie malattie, anche di natura infettiva [1,2,3,4,5,6].

Tra i benefici della dieta mediterranea per la protezione da molte malattie vi € anche I'elevato consumo di
alimenti ricchi di sostanze bioattive come polifenoli e vitamine, tra cui le vitamine A, C, D, E. | polifenoli
alimentari costituiscono una grande famiglia di sostanze , con effetti benefici in un ampio gruppo di malattie
trasmissibili e non trasmissibili. Questi composti supportano e migliorano le difese dell'organismo contro lo
stress ossidativo e nella prevenzione di malattie cardiovascolari, aterosclerosi e cancro. Inoltre, mostrano
attivita antinfiammatorie, antivirali e antimicrobiche. Quest’articolo considera le proprieta nutraceutiche
degli agrumi, con particolare attenzione all'esperidina e alla vitamina C come potenziali farmaci contro la
sindrome respiratoria acuta grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), per le loro attivita come antivirali,
antiossidanti e modulatori dell'infiammazione.

Per chiarire il possibile effetto delle sostanze componenti degli agrumi su COVID-19, é utile iniziare con una
breve descrizione dell'infettivita del virus e della sua patologia. La figura 1 presenta le fasi principali del
ciclo virale e le sue conseguenze sulla cellula, con i siti in cui potrebbe avvenire l'azione modulante
dell'esperidina e della vitamina C, come discusso nei capitoli successivi.
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Figura 1. Ciclo cellulare del virus della sindrome respiratoria acuta grave-2 (SARS-CoV-2) e luoghi di inibizione
della patologia cellulare e sistemica indotta da virus da parte dell'esperidina e della vitamina C (indicata con
'IX'I)_

L'internalizzazione di SARS-CoV-2 & mediata dal legame della glicoproteina spike del virus con il suo
recettore (ACE2) sulle membrane cellulari. L'ACE2 & espresso in diversi tessuti, comprese le cellule
polmonari alveolari, il tessuto gastrointestinale e persino il cervello [7,8,9,10]. La particella virale viene
interiorizzata in una vescicola, il cui involucro viene quindi rimosso, consentendo il rilascio dell'/RNA
genomico nel citoplasma. Gli RNA ORFla e ORF1b sono prodotti dall'RNA genomico e quindi tradotti
rispettivamente nelle proteine ppla e pplab. Le proteine ppla e ppalb sono quindi scomposte da un processo
proteolitico operato da enzimi virali, per un totale di 16 proteine non strutturali. Alcune proteine non
strutturali formano un complesso di replicazione / trascrizione (RNA polimerasi RNA-dipendente), che
utilizza I'RNA genomico (+) come modello. Alla fine, gli RNA subgenomici prodotti attraverso la
trascrizione vengono tradotti in proteine strutturali che formeranno nuove particelle virali. A questo scopo, le
proteine strutturali sono incorporate nella membrana e la proteina N nucleocapside si combina con I'RNA di
senso positivo, prodotto attraverso il processo di replicazione, per diventare un complesso nucleoproteico.
Nell'apparato reticolo endoplasmatico del Golgi, i vari elementi si fondono nella particella virale completa,
che viene infine escreta nell'ambiente extracellulare.

Le nuove copie del virus si diffondono nell'ambiente e infettano altre cellule e organi del corpo, in
un'espansione a catena. Quando la carica virale € elevata e la cellula é invasa da molte particelle virali, tutto
il suo apparato di sintesi proteica é dedicato alla replicazione virale, fino alla morte cellulare. L'ultima fase
puo avvenire con il meccanismo dell“apoptosi” (se la morte € lenta e controllata) oppure a seguito di un
“caos energetico-metabolico”, tale da provocare la rottura delle varie membrane cellulari, compresi i
lisosomi, e una totale perdita di integrita strutturale (necrosi). Probabilmente anche i fenomeni autoimmuni
sono coinvolti nell'attacco alla cellula infetta da parte dei linfociti T e degli anticorpi [11]. Alla fine, sia nel
tessuto dove molte cellule sono morte (prima fra tutte nel polmone), sia sistemicamente (linfa, sangue,
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sistema immunitario, coagulazione, rene, fegato), si sviluppa una reazione infiammatoria che puo essere
clinicamente molto grave, soprattutto in pazienti con altre patologie concomitanti. Un'infiammazione
eccessiva e “viziosa” puo essere mediata da un'attivazione distorta della rete di citochine, da disturbi della
coagulazione, anche da un eccesso paradossale della reazione immunitaria (autoimmunita, linfociti
citotossici).

In conformita a questa breve descrizione, le sostanze con un possibile effetto benefico nell'infezione da
coronavirus possono agire in vari stadi: (a) impedendo il legame del virus ai recettori o inibendo la funzione
del recettore stesso, quando mette in moto il processo di internalizzazione , (b) inibendo la replicazione
virale bloccando, ad esempio, I'RNA polimerasi, le proteasi o I'assemblaggio di nuove particelle, (c) aiutando
la cellula a resistere all'attacco virale, cioé arrestando il processo di citotossicita, (d) bloccando la diffusione
del virus in il corpo, (e) modulando l'inflammazione quando, partendo come meccanismo difensivo innato,
diventa offensivo e citotossico.

Il prototipo delle sostanze che agiscono sui passaggi (a) e (d) sono anticorpi specifici, prodotti da
immunizzazione attiva o passiva (plasma, 1gG purificate), anche se, nel caso dei coronavirus, questo
meccanismo trova una complicazione nel rischio di potenziamento dell'ingresso virale nelle cellule bersaglio
da parte degli stessi anticorpi ("potenziamento dipendente da anticorpi') [12] o reazioni autoimmuni [11]. Il
passaggio (b) é I'obiettivo della maggior parte dei farmaci antivirali. Poiché il processo di citotossicita (fase
(c)) coinvolge i radicali liberi derivati dall'ossigeno in molti meccanismi di danno cellulare, questo processo
patologico potrebbe essere rallentato dagli antiossidanti naturali. Infine, la modulazione dei disturbi
infiammatori (e) pud essere affrontata con un'ampia varieta di farmaci antinfiammatori steroidei e non
steroidei, 0 con nuovi agenti biologici, come antagonisti recettoriali 0 anticorpi anti-citochine.

Gli agrumi (famiglia delle Rutacee) sono ricche fonti di vitamina C, antociani e flavanoni, con esperidina e
naringina come componenti piu abbondanti, che hanno diverse proprieta, tra cui attivita antiossidante e
antinfiammatoria [4,5,13]. Fibre come la pectina, piu presenti nella parte solida, aiutano a regolare le
funzioni intestinali e ostacolano l'assorbimento del colesterolo LDL. Questi frutti possono anche avere effetti
benefici nella prevenzione e nel trattamento delle infezioni virali e batteriche [14,15,16]. Senza tralasciare la
pil nota vitamina C, qui esamineremo l'evidenza, seppur molto preliminare, di un possibile effetto benefico
nel COVID-19 degli agrumi e del loro principale flavonoide, esperidina. L'esperidina & la forma naturale ed &
la forma glicosilata dell’esperetina, spesso utilizzata per la sua rilevazione nel plasma.

2. Contenuti e biodisponibilita

Citrus sinensis (arancia dolce) contiene 0,2 g di grassi, 0,7 g di proteine, 9,9 g di carboidrati (zuccheri
solubili) e fornisce 45 kcal di energia per 100 g; il succo d'arancia dolce fresco contiene tracce di grassi, 0,5
g di proteine, 9,8 g di carboidrati totali (zuccheri solubili) e fornisce 39 kcal di energia per 100 mL [17,18].
Altri ingredienti attivi includono vitamina C, carotenoidi, flavanoni [19,20]. | flavanoni sono un gruppo di
composti chimici naturali fenolici appartenenti alla classe dei flavonoidi, basati sulla struttura dello scheletro
di carbonio del flavone progenitore. Il flavone piu importante e I'esperetina, che si trova nel frutto in forma
glicosilata come esperidina. Quest'ultima e presente principalmente nella buccia, soprattutto nella parte
bianca (albedo) degli agrumi, e il consumo dei frutti interi pud consentire un apporto maggiore rispetto al
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succo [21]. Infatti, nel succo d'arancia fresco, il contenuto di esperidina € di circa 30 mg per 100 ml, e nel
succo commerciale puo essere un po' piu alto [22], probabilmente perché la lavorazione industriale incorpora
piu buccia.

Non ci sono grandi differenze tra le diverse varieta di arance e tra arancia, clementina e mandarino (Tabella
1). Inoltre, i limoni contengono una quantita di esperidina (in mg / 100 ml) paragonabile a quella delle
arance, ma bere una stessa quantita di succo & piu difficile. Il contenuto di flavonoidi dell'arancia rossa [23] €
principalmente esperidina (43,6 mg / 100 ml), seguito a distanza da narirutina (4,8 mg / 100 ml) e dimidina
(2,4 mg /100 ml).

Tabella 1. Contenuto di esperidina (mg / 100 mL di succo fresco) in diversi agrumi. | dati provengono dalle
revisioni di Gattuso et al. [22] e, per I'arancia rossa, di Grosso et al. [23]

Hesperidin Content (mg/100 mL Juice)

Fruit
mg SD Min. Max.
Citrus sinensis (sweet orange) 28.6 11.9 3.5 55.2
Citrus sinensis (red orange) 43.6 17.9 18 66.5
Commercial sweet orange juice 37.5 19.2 445 76.3
Citrus reticulata (mandarin) 24.3 18.2 0.81 45.8
Citrus clementine (clementine) 399 294 5.21 86.1
Citrus limon (lemon) 20.5 124 3.84 41
Citrus aurantifolia (lime) 1.8 0.35 1.52 2.0
Citrus paradisi (grapefruit) 0.9 0.58 0.25 1.8
Commercial grapefruit juice 2.8 3.9 0.2 16.4

Secondo una recente revisione [24], il contenuto di esperidina in 100 ml di succo é: arancia 20-60 mg,
mandarini 8-46 mg, limone 4-41 mg, pompelmo 2-17 mg. Cio significa che possiamo assumere circa 100
mg di esperidina in un grande bicchiere di succo d'arancia. Sulla base di questi dati, si pud affermare che la
scelta dei frutti piu adatti per un migliore apporto di esperidina potrebbe essere fatta tra arance, mandarini e
clementine, in base alle preferenze individuali e ai costi. Si ribadisce che i livelli pit alti di esperidina (e di
altri flavonoidi) sono nella buccia degli agrumi: flavedo e albedo. La concentrazione nell'albedo é di almeno
un ordine di grandezza maggiore di quella del succo [24]. Pertanto, il maggior apporto potrebbe essere
ottenuto prediligendo gli agrumi da agricoltura biologica, di cui si pud mangiare anche la buccia.

Alcuni test hanno valutato la quantita di esperidina (o il suo metabolita esperetina) nel sangue di persone che
bevono succo d'arancia. Volontari sani hanno bevuto succo d'arancia in una dose (8 ml / kg) e campioni di
sangue e urina sono stati raccolti tra 0 e 24 ore dopo la somministrazione [25]. Il picco di concentrazione
plasmatica di esperetina e stato di 2,2 £ 1,6 micromol / L, con notevoli variazioni nei diversi soggetti.
L'emivita di eliminazione variava da 1,3 a 2,2 ore, indicando una cinetica a breve termine. In un altro
esperimento [26], dopo una notte di digiuno, cinque volontari sani hanno bevuto 0,5 0 1 L di succo d'arancia
commerciale, contenente 444 mg / L di esperidina, insieme a una colazione priva di polifenoli. | metaboliti
del flavanone sono comparsi nel plasma 3 ore dopo I'ingestione del succo, hanno raggiunto il piccotra5e 7
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ore, quindi sono tornati al valore basale dopo 24 ore. Il picco di concentrazione plasmatica di esperetina era
0,46 £ 0,07 micromol / L e 1,28 £ 0,13 micromol / L, rispettivamente dopo aver assunto 0,5 e 1 L. Gli autori
hanno concluso che, in caso di consumo moderato o elevato di succo d'arancia, i flavanoni rappresentano una
parte importante del pool di polifenoli totali nel plasma.

Tuttavia, non sarebbe corretto valutare la biodisponibilita dei fenoli solo con il dosaggio di esperetina.
Infatti, esperidina e naringina sono metabolizzate dai batteri intestinali, principalmente nel colon prossimale,
con la formazione dei loro agliconi, esperetina e naringenina e vari altri piccoli fenoli [27]. Studi hanno
anche dimostrato che i flavanoni degli agrumi e i loro metaboliti sono in grado di influenzare la
composizione e lattivita del microbiota e di esercitare effetti benefici sulla funzione e sulla salute
gastrointestinale. Altri studi di biodisponibilita hanno calcolato che, se i cataboliti fenolici derivati dal colon
vengono aggiunti ai metaboliti glucuronide e solfato, i polifenoli derivati dal succo d'arancia sono molto piu
abbondanti e disponibili di quanto si pensasse in precedenza [28,29].

Studi sull'uomo hanno da tempo dimostrato la sicurezza e la buona tollerabilita dell'esperidina fino a dosi
molto elevate [24]. Negli studi sugli animali, I'esperidina ha mostrato un buon profilo di sicurezza [30], con
una dose letale mediana (LD50) di 4837,5 mg / kg e nella somministrazione cronica verso l'alto, 500 mg / kg
di flavanone non hanno indotto alcuna anomalia nel peso corporeo, segni e sintomi clinici e parametri del
sangue.

3. L’esperidina e il virus

Recentemente ha destato interesse scientifico la scoperta che la molecola dell'esperidina ha una struttura
chimico-fisica adatta a legarsi a proteine chiave nel funzionamento del virus SARS-CoV-2. Almeno sei
ricerche hanno prodotto risultati concordanti [31-36]. | ricercatori sono partiti dalla conoscenza dettagliata
della struttura della proteina del virus, per accertare quali molecole, naturali o artificiali, siano in grado di
legarsi con una bassa energia di legame (minore € l'energia richiesta, piu forte e specifico ¢ il legame).
Questa tecnica, denominata “in silico”, € ora applicata per prevedere il comportamento dei farmaci e
accelerare il tasso di rilevamento, poiché consente lo screening di molti farmaci, riducendo la necessita di
costosi lavori di laboratorio e limitando le sperimentazioni cliniche ai migliori candidati.

Wu e collaboratori [31] hanno testato 1066 sostanze naturali con potenziale effetto antivirale, piu 78 farmaci
antivirali gia noti in letteratura, per il loro legame alle proteine SARS-CoV-2. Di tutti, l'esperidina era la piu
adatta per legarsi alla "punta”. Sovrapponendo il complesso ACE2 - dominio di legame del recettore (RBD)
all'esperidina - complesso RBD, si osserva una chiara sovrapposizione di esperidina con l'interfaccia ACE2,
il che suggerisce che I'esperidina puo interrompere l'interazione di ACE2 con RBD.

Un secondo sito teorico di legame a bassa energia dell'esperidina con SARS-CoV-2 ¢ la proteasi principale
che consente I'elaborazione delle prime proteine trasferite dal genoma virale - ppla e pplab - in proteine
funzionali nella cellula ospite [31]. Questo enzima & chiamato "3Clpro™ o "Mpro" dai vari autori ed ¢ il
bersaglio di molti farmaci antivirali chimici. Questo legame specifico dell’esperidina & stato confermato
anche da altri autori: in uno screening di 1500 potenziali molecole in grado di legarsi a 3CLpro, I'esperidina &
la seconda piu efficiente per legarsi alla catena A, con un'energia libera di —10,1 kcal mol— 1 [32] . Lopinavir

(—8,0) e ritonavir (—7,9) sono dati come farmaci di riferimento e mostrano una minore capacita di legame. Il
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legame alla catena B si verifica con —8,3 kcal mol— 1, mentre lopinavir (—6,8) e ritonavir (—6,9) hanno una
capacita di legame inferiore.

Un altro studio dettagliato sul “docking” molecolare dell'interazione tra esperidina e Mpro & stato
recentemente pubblicato [35]. In uno screening di 33 molecole antivirali naturali e gia note, gli autori hanno
scoperto che l'energia di legame inferiore (indicante la massima affinitd) € caratteristica della rutina (9,55
kcal / mol), seguita da ritonavir (—9,52 kcal / mol), emetina ( —9,07 kcal / mol), esperidina (—9,02 kcal / mol)
e indinavir (8,84 kcal / mol). L'esperidina si lega con legami idrogeno a vari amminoacidi, principalmente
THR24, THR25, THR45, HIS4, SER46, CYS145. Ulteriori prove sono arrivate dal lavoro di Joshi et al. [36],
che hanno identificato I'esperidina tra diverse molecole naturali che si legano fortemente alla proteasi
principale SARS-CoV-2 e, in modo interessante, anche al recettore virale dell'enzima di conversione
dell'angiotensina 2 (ACE-2).

Una ricerca pubblicata da autori indonesiani e finora disponibile in preprint ha esaminato con metodi
computazionali un'ampia gamma di principi attivi delle piante officinali Curcuma sp., Citrus sp. (arancia),
Caesalpinia sappan e Alpinia galanga, per la loro capacita di legame molecolare con le proteine virali [34].
Per le tre principali proteine coinvolte nell'infezione virale, I'esperidina era la molecola di legame piu
efficiente, con punti di aggancio di —13,51, —9,61 ¢ —9,50 rispettivamente alla proteasi SARS-CoV-2, alla
glicoproteina-RBD Spike e al recettore ACE2. L'esperidina svolge una migliore interazione con la proteasi
SARS-CoV-2 rispetto al lopinavir, un farmaco di riferimento utilizzato oggi negli studi clinici per COVID-
19. Questi autori hanno osservato che, oltre all'esperidina, altri flavonoidi dell’arancio, meno rappresentati
guantitativamente, come tangeretina, naringenina e nobiletina, hanno anche una bassa energia di legame
(paragonabile ai ligandi di riferimento, lopinavir e nafamostat) alle tre proteine essenziali, suggerendo che
gueste interazioni potrebbero anche contribuire all'effetto inibitorio contro l'infezione da virus. Secondo un
altro studio di ricerca con “docking” molecolare [33], su 26 composti fenolici naturali che sono considerati
come candidati all'azione antivirale, I'esperidina era quella con la piu alta capacita di legame alla forma
cristallizzata della proteasi principale di SARS-CoV-2. Il flavanone interagisce con diversi amminoacidi
della proteina attraverso legami idrogeno e l'interazione dell'esperidina ¢ piu efficace di quella realizzata dal
farmaco di riferimento nelfinavir (con punteggi rispettivamente di —178,59 e —147,38).

Esiste un importante precedente quando gli autori hanno studiato composti naturali in grado di inibire
3CLpro del virus SARS [37], utilizzando saggi di scissione proteolitica basati su cellule. Su sette composti
fenolici testati, I'emodina e I'esperetina hanno inibito Il'attivita proteolitica in modo dose-dipendente, con
IC50 rispettivamente di 366 micromol / L e 8,3 micromol / L. E interessante notare che questa ricerca
suggerisce che l'inibizione della proteasi virale si verifica a concentrazioni di esperidina dello stesso ordine
di grandezza di quelle ottenibili nel plasma, con una grande integrazione orale di succo d'arancia. Poiché lo
schema strutturale della proteasi principale del coronavirus e la conformazione del sito attivo sono conservati
nonostante le variazioni di sequenza [36], e concepibile che I'effetto inibitorio dell'esperidina
precedentemente osservato nel virus SARS possa essere sfruttato anche nel virus SARS-CoV-2.

4. Attivita antiossidante

Un efficiente metabolismo ossidativo a livello mitocondriale (senza formazione ingiustificata di radicali
liberi) e I'equilibrio delle reazioni di ossidazione, dovute all'intervento dei sistemi enzimatici e di varie
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molecole “scavenger”, sono essenziali per la vitalita delle cellule di ogni tessuto. Diversi virus rompono
guesto equilibrio e inducono stress ossidativo, che a sua volta facilita fasi specifiche del ciclo di vita di
SARS-CoV-2 [38] e, infine, la morte cellulare (Figura 2). L'esperidina contribuisce in modo significativo ai
sistemi di difesa antiossidante come agente efficace contro i radicali superossido e idrossile [39], e il suo
derivato esperetina inibisce la produzione di ossido nitrico da parte delle cellule microgliali (macrofagi del

sistema nervoso) stimolate con LPS [40].
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Figura 2. Rappresentazione schematica dei meccanismi di generazione dei radicali liberi da ossigeno nel corso
della malattia da Coronavirus 2019 (COVID-19) e ipotesi sui siti di azione degli antiossidanti (A.O.), indicati con

"X,
Le perturbazioni sistemiche associate alla gravita della malattia COVID-19 comprendono il rilascio di eme
libero e I’iperferritinemia, un segno di disregolazione del metabolismo del ferro, che a sua volta induce la
produzione di specie di ossigeno reattive, come anione superossido (O,), perossido di idrogeno (H,0,),
radicale idrossile (-OH) e promuove lo stress ossidativo [41,42]. In questo processo patologico, anche la
disfunzione del metabolismo ossidativo mitocondriale svolge un ruolo importante, portando a danni
piastrinici e promuovendo la formazione di trombi [43].Un altro modello sperimentale di generazione di
radicali liberi ¢ rappresentato dall’ischemia e dalla perfusione (I/R).Questa eventualita € stata descritta anche
nei COVID-19 [44] o pud aggravare il trattamento con farmaci come clorochina [45]: durante ipossia
prolungata di un tessuto, le cellule subiscono danni strutturali, specialmente nel mitocondrio e nel reticolo
endoplasmico. Inoltre, il metabolismo delle purine termina con la formazione di abbondanti quantita di
xantina. Quando 1’ossigeno portato dal sangue ritorna allo stesso tessuto, questi meccanismi biochimici -
cioé la catena mitocondriale, il reticolo endoplasmico e la xantina ossidasi - generano una riduzione
monovalente dell’ossigeno con la formazione di superossido e di altri radicali a catena. Studi su roditori
sottoposti a sessioni ripetute di ischemia epatica e di riperfusione suggeriscono che 1’esperidina & un
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potenziale agente terapeutico per le lesioni epatiche da I/R [39]. Infine, un’importante fonte di radicali liberi
durante I’infezione ¢ 1’enzima NADPH ossidasi delle cellule fagocitarie (neutrofili, eosinofili, macrofagi)
che, attivato dal processo infiammatorio, produce grandi quantita di derivati tossici dell’ossigeno con
funzione microbicida [46]. In particolari circostanze, quando la loro produzione e eccessiva o il sistema di
eliminazione é inefficiente o saturo, le specie di ossigeno reattive possono fuggire dalla cellula che le
produce e essere rilasciate nell’ambiente extracellulare, diventando dannose ¢ amplificando la lesione dovuta
all’infiammazione [47,48].

Molti studi hanno evidenziato 1’importanza dell’ossido-riduzione intracellulare come nuovo obiettivo per i
farmaci naturali o per le droghe sintetiche volte a bloccare sia la replicazione virale che 1’infiammazione
indotta dal virus [38]. E stato suggerito che, durante il COVID-19, il trattamento precoce con antiossidanti
guali n-acetilcisteina [49,50], melatonina [51,52], polifenoli [53,54,55], K, C, D ed E integratori vitaminici
[56] potrebbe essere utile. Sebbene finora non siano stati condotti studi diretti a dimostrare esperidina nei
COVID-19, il fatto che essa abbia anche una potente azione antiossidante suggerisce che potrebbe avere un
effetto benefico anche attraverso un meccanismo di protezione contro i danni citotossici provocati dai virus.

Vari studi in vitro e in vivo hanno dimostrato che I’attivita antiossidante dell’esperidina non si limita
all’attivita di eliminazione dei radicali liberi, ma aumenta anche le difese cellulari contro lo stress ossidativo
e riduce i meccanismi responsabili dell’inflammazione attraverso la via di segnalazione ERK/Nrf2 [57]. Le
cellule hk-2 trattate con cisplatino subiscono stress ossidativo e apoptosi, attenuati dall’esperetina, riducendo
i livelli radicalici e attivando la via di segnalazione Nrf2, che a sua volta regola gli elementi di risposta
antiossidanti [58]. Il paracetamolo & un comune farmaco antipiretico e analgesico, ma il suo sovradosaggio
pud causare insufficienza epatica acuta, con un meccanismo che comporta uno stress ossidativo [59],
attenuato dal pretrattamento con esperetina in modo dose-dipendente [60].

Esperidina potrebbe essere particolarmente utile negli anziani che soffrono di maggiore stress ossidativo.
Sebbene le ragioni di una diversa gravita della malattia del COVID-19 in soggetti di eta diversa non siano
chiare, ¢ stato suggerito che un fattore chiave sia I’elevata capacita antiossidante dei bambini e lo squilibrio
dei sistemi antiossidanti nei soggetti anziani [61,62], forse perché 1’ambiente di ossidoriduzione
intracellulare altera la presentazione degli antigeni [63] e 1’espressione o la funzione di ACE2 [64,65]. |
risultati di un altro studio indicano gli effetti benefici dei flavanoni degli agrumi nel fegato di ratto anziano,
in cui naringina ed esperidina hanno impedito la diminuzione della catalasi, della superossido dismutasi e
della glutatione reduttasi legate all’eta [66]. L’esperidina ha dimostrato un’attivita antiossidante nei ratti
dopo un programma di addestramento intensivo e ha attenuato la secrezione di citochine da parte dei
macrofagi attivati [67,68]. E stato dimostrato che la somministrazione di esperetina riduce significativamente
i livelli di mieloperossidasi, malondialdeide (un marcatore della perossidazione lipidica) e infiammazione in
modelli sperimentali di colite [69] e trauma epatico [70]. In un modello di artrite reumatoide indotta
dall’adiuvante completo di Freund, 1’esperidina ha invertito con successo i segni e i sintomi, i marcatori
inflammatori e la perossidazione lipidica [71].

Uno studio interessante ha confrontato la capacita antiossidante del plasma di soggetti umani dopo
I’ingestione di 150 mL di diversi succhi di frutta [72].Un significativo effetto di eliminazione dei radicali
liberi ¢ stato osservato gia dopo 30 minuti e fino a 90 minuti dopo I’ingestione di succhi di mele, arance, uva,
pesche, prugne, kiwi, melone e anguria, ma non di succo di pera. Il succo d’uva ha mostrato un effetto
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leggermente piu duraturo (fino a 120 minuti dopo 1’ingestione). Nessuno studio, tuttavia, ha valutato I’effetto
antivirale di diversi frutti, ma i dati riportati nelle sezioni 2 e 3 suggeriscono che sia principalmente
attribuibile agli agrumi, a causa del loro particolare contenuto di esperidina.

5. Vitamina C

Questo articolo si concentra maggiormente sull’esperidina per le nuove proprieta anti-SARS-CoV-2, ma non
si puo trascurare 1’importanza della vitamina C, forse la componente piu nota degli agrumi. La vitamina C e
la principale componente antiossidante dell’arancio e, secondo vari autori, in un’alimentazione normale
contribuisce dal 15 al 30 per cento del potere antiossidante totale del plasma [73]. Il livello di acido
ascorbico nei succhi d’arancia in commercio (100%) varia da circa 35 mg/100 mL a circa 74 mg/100 mL
[73]. Il consumo di arance rosse contribuisce a una dose giornaliera di 9,4 mg/ giorno (fino a 55 mg/ giorno)
di antociani e di 58,5 mg/ giorno (fino a 340 mg/ giorno) di vitamina C, rispettivamente [74]. | campioni di
agrumi (Sanguinella e Tarocco) presentavano valori di vitamina C superiori a 54,9 mg/100 g di parte
commestibile [75].

Nel COVID-19 é stato riportato un effetto terapeutico complementare di alte dosi endovenose di vitamina C
[76,77] e sono in corso studi clinici [78], ma & necessario sapere che alte dosi di ascorbato possono essere
dannose [79]. Il ruolo degli interventi alimentari & molto piu difficile da valutare e qualsiasi suggerimento al

momento ¢ puramente speculativo o, nel migliore dei casi, un’ipotesi di lavoro [80].

Esistono dati contrastanti sugli effetti della vitamina C sulla prevenzione del comune raffreddore e di altre
malattie respiratorie. | coronavirus sono tra i virus che causano il comune raffreddore, una malattia che non
ha mai avuto una cura o un vaccino efficaci. Considerato che il SARS-CoV-2 & un coronavirus e tenuto
conto del basso costo e dell’elevata sicurezza degli alimenti naturali ricchi di vitamina C, ¢ stato suggerito
che potrebbe essere utile aumentare 1’assunzione giornaliera di tali alimenti durante la pandemia COVID-19
[80,81,82]. Comunque, mentre molti studi sull’efficacia delle mega dosi di vitamina C nella prevenzione
delle malattie respiratorie sono inconcludenti o negativi, le meta-analisi suggeriscono un beneficio
consistente e statisticamente significativo della vitamina C nella prevenzione del comune raffreddore e nelle
persone esposte a brevi periodi di stress, esercizio fisico intenso o in un ambiente freddo [83,84].

La vitamina C, oltre a partecipare alla sintesi del collagene nel tessuto connettivo, ha un forte effetto
antiossidante, capace di ridurre i danni dei radicali liberi, insieme ad altre vitamine, enzimi e minerali (zinco,
selenio). Si ritiene che la vitamina C prevenga 1’ossidazione delle LDL e protegga dall’apoptosi le cellule
della muscolatura liscia vascolare umana [23] e rafforzi le funzioni immunitarie [119]. Studi su animali
infettati dal virus dell’influenza hanno dimostrato che la vitamina C stimola le risposte immunitarie antivirali
e riduce lo stato infiammatorio polmonare [85,86]. Noi suggeriamo che un effetto benefico di dosi medie
basse di vitamina C nelle prime fasi dell’infezione da COVID-9 potrebbe anche essere dovuto alla protezione
delle cellule dai danni causati dal virus e /o dai radicali liberi prodotti nel corso di reazioni infiammatorie ed
immunopatologiche disregolate.

Gli effetti benefici di una quantita adeguata di agrumi o dell’integrazione della dieta con estratti vegetali
possono derivare dagli effetti sinergici dei loro componenti [87], che proteggono dalla replicazione dei virus
e dai danni ossidativi.
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6. Altri effetti utili

L’esperidina ha molteplici proprieta medicinali antimicrobiche, antiossidanti, antitumore, antiipertensive e
immunostimolanti [14,57,88-97]. Gli agrumi potrebbero quindi avere effetti positivi nel corso del COVID-19

con meccanismi aggiuntivi, oltre all’inibizione della replicazione virale e dell’attivita antiossidante.

Negli stadi piu avanzati, questa malattia presenta molteplici e complesse caratteristiche sistemiche:
ipercoagulazione, iperattivazione delle reazioni infiammatorie sistemiche e una patologia che coinvolge i
vasi sanguigni del polmone e di altri organi. Ad esempio, e stato sostenuto che la miscela di esperidina con
diosmina, somministrate con eparina, protegge contro la tromboembolia venosa, che & una grave
complicazione polmonare della malattia COVID-19 [98]. Uno studio randomizzato, in singolo cieco,
controllato con placebo, cross-over in soggetti con aumentato rischio cardiovascolare (di eta compresa tra 27
e 56 anni) ha esaminato la somministrazione di 500 mL di succo di arancia rossa al giorno (o 500 mL di
placebo al giorno) per periodi di 7 giorni [99]. La funzione endoteliale, misurata come dilatazione mediata
dal flusso, € migliorata notevolmente ed ¢ stata normalizzata (5,7% rispetto al 7,9%; P < 0,005), dopo una
settimana di consumo di succo d’arancia. Anche le concentrazioni di proteina c-reattiva, 1L-6 e TNF-alfa
sono diminuite significativamente (p < 0,001).

Inoltre, € noto che questa infezione colpisce pit gravemente gli anziani con altri disturbi cardiovascolari e
respiratori. Di conseguenza, qualsiasi intervento legato al modo di vivere, compresi gli interventi alimentari
che aumentano la biodisponibilita dell’esperidina [95] e contribuiscono a mantenere la salute del sistema
cardiovascolare e respiratorio, puo rendere la persona infetta da SARS-CoV-2 meno sensibile alle sue
complicanze piu gravi. Il rischio di alcune malattie croniche come quelle cerebrovascolari e 1’asma ¢
inferiore con un piu elevato livello di assunzione alimentare di esperetina [100], e alcuni studi segnalano
effetti benefici in modelli animali di disturbi neurodegenerativi [96,101.102] e crisi febbrili indotte
dall’ipertermia [103]. L’ analisi dell’espressione genica ha dimostrato che I’esperidina modula I’espressione
dei geni coinvolti nell’aterogenesi, nell’infiammazione, nell’adesione cellulare e nell’organizzazione
citoscheletrica [104]. Concentrazioni fisiologicamente rilevanti di flavanone riducono 1’adesione dei
monociti alle cellule endoteliali stimolate dal TNF-alfa, influenzando 1’espressione di geni correlati e
offrendo una potenziale spiegazione dei suoi effetti di protezione vascolare. Per ottenere gli effetti descritti €
stata sufficiente una dose giornaliera di 292 mg di esperidina, corrispondente a 500 mL di succo d’arancia.

Uno studio crossover controllato randomizzato [105] su 24 uomini sani e sovrappeso (eta 50-65 anni) ha
studiato gli effetti dell’arancia e dell’esperidina sul sistema vascolare. Durante tre periodi di quattro
settimane, i volontari hanno consumato 500 mL di succo d’arancia, 500 mL di bevanda di controllo, piu
esperidina, o0 500 mL di bevanda di controllo piu placebo ogni giorno. Dopo 4 settimane di assunzione di
succo d’arancia o di bevande di controllo piu esperidina, la pressione diastolica era significativamente
diminuita rispetto ai soggetti trattati con placebo (p = 0,02). Sia il succo d’arancia che la bevanda di controllo
piu I’assunzione di esperidina hanno migliorato la reattivita endoteliale microvascolare post-prandiale
rispetto al placebo (p < 0,05), misurata al picco di concentrazione plasmatica dell’esperetina. Gli autori
concludono che, negli uomini sani di mezza eta in sovrappeso moderato, il consumo regolare di succo
d’arancia riduce la pressione diastolica e aumenta la reattivita microvascolare endotelio-dipendente. Lo
studio suggerisce che questo effetto benefico ¢ dovuto all’esperidina. Vari esperimenti in vivo su animali di
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laboratorio hanno rivelato gli effetti protettivi dell’esperidina contro 1’inflammazione prodotta dalla
lipopolisaccaride (LPS) nel fegato e nella milza [106].

Studi nei topi hanno mostrato effetti protettivi dell’esperetina nella neuroinfiammazione indotta da LPS,
nello stress ossidativo neuronale e nell’insufficienza della memoria [107]. L’esperetina ha ridotto
significativamente 1’espressione di citochine inflammatorie nella microglia e ha attenuato la generazione di
specie di ossigeno reattive indotte da LPS. Inoltre, I’esperetina ha migliorato 1’integrita sinaptica, i processi
cognitivi e di memoria. In un recente riesame della letteratura € stato osservato che le proprieta nutritive,
antiossidanti e antinflammatorie dell’esperidina potrebbero essere utili anche nelle malattie
neurodegenerative [101]. Uno studio di storia clinica alimentare ha determinato 1’assunzione alimentare
totale di 10.054 uomini e donne finlandesi nell’anno precedente [100]. L’assunzione di flavonoidi negli
alimenti € stata stimata e confrontata con 1’incidenza delle malattie considerate dai diversi registri nazionali
della sanita pubblica. Le persone con livelli di assunzione piu elevati di esperetina presentavano una minore
incidenza di patologie cerebrovascolari (RR 0,80;CI 0,64-0,99;P = 0,008) e asma bronchiale (RR 0,64;ClI
0,46-0,88;P = 0,03).

L’effetto del succo d’arancia sull’infiammazione e sullo stress ossidativo indotto da un pasto ad alto
contenuto di grassi é stato studiato [108] in tre gruppi di 10 soggetti sani e normali, invitati a bere acqua, o
300 kcal di glucosio, o succo d’arancia, in combinazione con un pasto ad alto contenuto di grassi (900 kcal).
Il pasto ad alto contenuto lipidico ha aumentato 1’espressione di NADPH ossidasi, recettori toll-simili e
metalloproteasi-9 nelle cellule mononucleate e nel plasma. Questi cambiamenti sono stati significativamente
ridotti dall” assunzione di succo d’arancia. Altri autori [72.109] hanno anche descritto effetti antiossidanti in

volontari sani dopo aver assunto succo d’arancia e frutti interi ricchi di vitamina C.

Poiché la malattia COVID-19 & una malattia multiorgano e ha conseguenze cliniche piu gravi in soggetti
affetti da co-morbilitd e patologie cardiovascolari, & possibile che il suo decorso clinico possa trarre
beneficio dai molteplici effetti preziosi dell’esperidina nelle patologie sistemiche e cronico-degenerative.

7. Discussione

La letteratura scientifica sulle sane proprieta di frutta e verdura [5,18,29,110-116] & vasta e non rientra nel
campo di applicazione di questo articolo, che si € concentrato sull’interazione notevole e sorprendente tra
esperidina e le principali proteine del virus SARS-CoV-2, vista attraverso simulazioni computazionali.
Poiché questi metodi sono ora il "gold standard" per lo screening di nuovi farmaci e dei loro obiettivi,
possiamo ipotizzare gli effetti benefici dell’esperidina anche nel COVID-19, in attesa delle necessarie prove
cliniche dell’efficacia preventiva e/o terapeutica. Il legame dell’esperidina alla parte centrale dello spike e
alla proteasi principale & molto piu forte di quello degli antivirali convenzionali e ci si puo aspettare che
guesta molecola possa essere presto testata in studi randomizzati su pazienti con COVID-19 o soggetti
esposti al contagio, come nel caso della quercetina o di una miscela di quercetina, té verde, cannella e
liquirizia [115]. Queste nuove proprieta farmacologiche dell’esperidina si aggiungono a quelle di un agente
antiossidante, gia note.
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Una revisione sistematica con meta-analisi dose-risposta di studi prospettici che studiano il rapporto tra
frutta, verdura e malattie cardiovascolari, cancro totale e mortalita per tutte le cause [116] ha rilevato una
relazione non lineare tra 1’assunzione di agrumi e mortalita per tutte le cause, con il nadir per un consumo
medio compreso tra 50 e 100 g al giorno e con una tendenza apparente della curva dose-risposta a perdere
qualsiasi beneficio attorno ai 250 g al giorno. Cid potrebbe accadere a causa dei succhi zuccherati, in quanto
il consumo di bevande zuccherate o0 bevande ad alto contenuto di zucchero negli USA é stato associato ad un
aumento della mortalita [117]. Un consumo medio di agrumi vicino a 100 g/ giorno sembrerebbe ottimale,
preferendo i frutti interi, che sono associati anche all’assunzione massima di esperidina, in aggiunta alle fibre
alimentari e ad altri nutrienti, rispetto ai succhi o alle bevande centrifugate.

In generale, non si pud sostenere che gli agrumi siano piu sani degli altri frutti [72,116], ma il vantaggio é
certamente vero per il loro contenuto di esperidina, e quindi per il loro possibile effetto protettivo contro il
COVID-19. Le prove raccolte di recente suggeriscono che la aggiunta di esperidina alla dieta possa essere
utile come agente profilattico contro I’infezione da SARS-CoV-2 e come trattamento complementare durante
la malattia, come suggerito di recente da altri [24,98]. A sostegno di questa ipotesi, quest’ultimo studio
citava lo studio “in silico” di Wu et al. [31] e proponeva che il beneficio dell’esperidina potesse derivare sia
dal legame con lo spike coronavirus sia dalla sua attivita antinflammatoria. Come risulta dalla nostra
rassegna, diversi altri gruppi di ricerca [32-36] si sono aggiunti al lavoro di Wu et al. [31], mostrando una
bassa energia di legame (alta affinita) ad altre proteine virali oltre allo spike. In questo lavoro, abbiamo
anche dato importanza ad ulteriori azioni biologiche degli agrumi, per proteggere la cellula dai danni causati
dal virus e dallo stress ossidativo. Inoltre, dal nostro punto di vista, ¢ importante considerare, oltre all’effetto
della singola molecola, anche I’insieme dei benefici degli agrumi e del succo intero di frutta. Infatti,
I’arancio, il limone e il mandarino contengono una quantita significativa di esperidina che puo essere assunta
attraverso la dieta, e contengono anche la vitamina C, che ha proprieta nutritive che potrebbero entrare in
sinergia con il flavanone.

Per il COVID-19 é opportuno esaminare in futuro se il consumo regolare di agrumi o un aumento del
consumo possano essere consigliati tra le misure alimentari preventive. Una dose di agrumi o di integratori a
base di vitamina c, superiore a quella di una dieta tipica della popolazione italiana, non sembra adatta alla
prevenzione a lungo termine. Tuttavia, nei periodi di forte stress (che possono essere considerati simili
all’esposizione a microrganismi patogeni durante il picco epidemico o durante un’altra malattia infettiva), si
prevedono possibili benefici da elevate dosi di vitamina C [84]. E stato suggerito che la prevenzione delle
infezioni richieda 1’assunzione alimentare di vitamina C (cioé 100-200 mg/ die) [118], che fornisce livelli
plasmatici adeguati per ottimizzare i livelli delle cellule e dei tessuti, mentre il trattamento delle infezioni
accertate pu0 richiedere probabilmente dosi significativamente piu elevate (grammi) di vitamina per
compensare I’aumento della risposta inflammatoria e della domanda metabolica [119]. Se ci si affida al cibo,
gueste dosi possono essere raggiunte con un elevato consumo temporaneo di spremuta, avendo cura di
schiacciare bene anche 1’albedo, che é la parte piu ricca di esperidina.

A seguito delle prove computazionali dell’interazione tra esperidina e le principali proteine virali, ¢ probabile
che questa componente diventi parte dei farmaci candidati per un effetto preventivo o terapeutico. Al fine di
sostenere un effetto simile delle dosi alimentari, sarebbero necessari studi epidemiologici adeguati per
confrontare I’incidenza dei COVID-19 in popolazioni con diversi livelli di assunzione alimentare di arance e
di altri agrumi, in analogia con gli studi che mostrano benefici statisticamente significativi di altri
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componenti della dieta nelle malattie infettive [1,120] e nel cancro del tratto digerente [121]. Abbiamo
riferito in merito alla biodisponibilita dell’esperidina (circa 2 micromoli /L nel plasma dopo 1’ingestione di
500 mL di succo [25]) e alla sua importanza in relazione all’articolo citato, dimostrando che le dosi
micromolari di esperidina inibiscono la proteasi principale del virus della SARS [37]. Ci0 suggerisce che si
potrebbe avvicinarsi o ottenere un effetto d’inibizione dell’infezione, anche con un aumento dell’assunzione
di agrumi per un certo periodo, in particolare se consumati con buccia e albedo, piu ricchi in esperidina [24].
Inoltre, & concepibile la presenza di una dose elevata di principi attivi durante 1’assunzione nella cavita orale
e poi nel tubo digerente, ostacolando cosi localmente 1’ingresso e la replicazione del virus in questi siti
anatomici, che svolgono un ruolo cruciale nella malattia del COVID-19 [9,122,123].

Infine, e probabile che la quarantena abbia anche effetti negativi sullo stile di vita e, anche in relazione a
stress, ansia, ridotta attivita fisica e alimentazione, con un conseguente basso apporto di antiossidanti e
vitamine. E stato suggerito di attuare, durante la quarantena, strategie volte a incoraggiare il rispetto di una
dieta adeguata ricca di frutta e verdura [124].

8. Conclusioni

In conclusione, quanto abbiamo qui riferito chiarisce le molteplici azioni biologiche dell’esperidina e della
vitamina C, due componenti principali degli agrumi che sembrano essere candidati efficaci per contrastare
I’infezione cellulare da parte del SARS-CoV-2 e per modulare le fasi immunopatologiche sistemiche della
malattia. Ulteriori studi preclinici, epidemiologici e clinici sono necessari per corroborare 1’ipotesi che un
apporto adeguato di agrumi o dei loro estratti possa contribuire efficacemente alle strategie di prevenzione
del COVID-19.
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