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Introduzione

La nascita di questo libro € la naturale conseguenza di una lunga passione per la ricerca
di laboratorio, coltivata per molti anni nella mia attivita di docente universitario a Verona,

ma anche di contingenze legate all'imprevista pandemia in cui tutti siamo coinvolti.

Un importante filone delle mie attivita di ricerca, dopo una solida formazione di
laboratorio in Patologia generale, & stato quello delle medicine complementari e
integrate, con un approccio scientifico allo studio della fitoterapia e dellomeopatia, in
collaborazione con altri medici e ricercatori dell'Universita di Verona. Per molto tempo
ci siamo occupati di questi argomenti, non come alternativa alla scienza ufficiale o alla
medicina “convenzionale’, ma come integrazione, come ampliamento di orizzonti, come

esemplificato da alcuni lavori riportati in bibliografia. [1-7]

Uno degli argomenti che ho avuto occasione di trattare e l'effetto delle sostanze di origine
naturale, in particolare alimentari, sulla crescita dei tumori e quindi sulla prevenzione di
gueste gravi malattie. Negli anni 2005-2010 nel mio laboratorio studiai gli effetti della

quercetina sui basofili del sangue, descrivendone le proprieta “anti-allergiche” [8].

Nel 2015 insieme ad altri colleghi siamo arrivati, dopo diverso studio, a comporre
una rassegna su un'importante rivista dove trattiamo delle varie sostanze di origine

alimentare che possono avere un ruolo come prevenzione [9].

Non entro nei dettagli, se non per dire che tra queste sostanze c'era anche la quercetina,
studiata ampiamente per la sua utilita nella prevenzione dei tumori e solo ultimamente
come possibile prevenzione delle infezioni virali. Mi ero quindi reso conto, toccandole

con mano, delle grandi potenzialita dei flavonoidi per la salute umana.
E veniamo a tempi piu recenti.

Succede a un certo punto, come tutti sanno, che in febbraio arriva anche da noi il
coronavirus cinese. Mia moglie ed io eravamo “relegati” a Bosco Chiesanuova, una
ridente localita delle Prealpi venete, dove fortunatamente ci era consentito fare qualche
passeggiata nei boschi. Non potendo recarsi al lavoro, si poteva comunque studiare ed
ho approfittato delloccasione per riprendere l'interesse alle sostanze naturali con l'idea di

poter migliorare la mia alimentazione e quindi ridurre i rischi del contagio.
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Con lo scoppio del COVID-19, I'attenzione del mondo scientifico si & orientata a capire

innanzitutto cos'era questo virus, i meccanismi di infezione e la patogenesi della

malattia, particolarmente per i motivi del suo aggravamento in molti soggetti.

Nel contempo, € iniziata una spasmodica ricerca di sostanze preventive, antivirali e

immunomodulatrici, cosicché sono presto emerse proposte di utilizzare farmaci antivirali

gia noti o sostanze di origine naturale.

La Figura 1 illustra il principio che un sistema immunitario efficiente, ma anche

equilibrato, rappresenta la migliore difesa dall'infezione e che alcune sostanze presenti

nell'alimentazione potrebbero dare un importante contributo a tale funzione. Naturalmente

si tratta solo di alcune molecole rappresentative di cui si € interessata la letteratura.
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Figura 1. Funzioni del sistema immunitario e alcune sostanze adatte a supportarle. A:

vitamina D3 (colecalciferolo), B: quercetina, C: vitamina C, D: esperidina.
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L'epidemia si diffondeva rapidamente e non si sapeva se e quando sarebbe finita (a
mio awviso il “lockdown” fu decretato troppo tardi in febbraio e fu tolto troppo tardi in
maggio). Fatto sta che ebbi il tempo di studiare a fondo la materia della “nutraceutica”
e approfondire in particolare il fatto che negli agrumi, frutti largamente disponibili
nella stagione invernale, ci siano sostanze adatte a sostenere la funzione del sistema
immunitario. Esse sono rappresentate, oltre alla ben nota vitamina C, dai flavonoidi e
in particolare dall'esperidina, che tra essi € il piu abbondante. Queste sostanze hanno
anche un effetto antiossidante e di protezione dai radicali liberi, un argomento che e
sempre stato uno dei miei “cavalli di battaglia” nelle ricerche di laboratorio. Iniziammo
quindi a inserire nell'alimentazione quotidiana grandi spremute di arancia, credo con

ottimi risultati, anche se i nostri due casi (piu figli e nipoti) non fanno la statistica.

Piu studiavo e piu mi convincevo della validita di questo filone scientifico, cosi,
assieme ad un altro medico (dr. Alberto Donzelli di Milano), ho scritto una rassegna
sulle proprieta salutari degli agrumi, che e stata pubblicata il 28 giugno in “Preprints”
e in forma “peer-reviewed” a meta agosto dalla rivista “Antioxidants” [10]. Anche altri
autori italiani, considerando il basso costo e I'elevata sicurezza degli alimenti naturali
ricchi di flavonoidi e vitamina C, hanno suggerito che potrebbe essere utile valutare se

aumentarne l'assunzione giornaliera [11-13].

A seguito della pubblicazione dei miei articoli, sono stato contattato da un‘azienda
(Vanda Omeopatici di Frascati), la quale mi ha proposto di contribuire alla realizzazione
di un nuovo integratore alimentare. Ho accettato con entusiasmo perché, sebbene sia
convinto che la chiave della salute stia in una sana ed appropriata nutrizione, si sa che
nei momenti di maggior bisogno e di “stress” dei sistemi di difesa pu0 essere utile un
“aiuto’, costituito da una supplementazione di composti naturali, disponibili in quantita

standardizzata.

Dopo nuovo studio della letteratura, ho proposto di utilizzare proprio un estratto di
arancia arricchito di esperidina e vitamina C, integrato con quercetina, l'altro flavonoide di

grande interesse che conoscevo bene, per i motivi detti.

Ecco quindi che, con la perizia del loro laboratorio, siamo riusciti a creare EsperiVit
Q-100, una formulazione “complessa’ che si presenta come una novita tra gli integratori
alimentari. EsperiVit integra la nutrizione in quanto contiene 100 mg di Esperidina

(corrispondente al contenuto di circa 400 grammi di succo e polpa di arancia), 100 mg
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di Quercetina (corrispondente a circa 300 grammi di cipolle rosse) e 50 mg di Vitamina
C (corrispondente a circa il 60% del fabbisogno giornaliero). Le compresse sono di tipo
‘orosolubile”, cioe sono concepite per liberare le loro sostanze gia nel cavo orale e nelle
vie digerenti, prima del loro assorbimento, anche grazie alla flora batterica [14].

Ho molta fiducia che possa essere utile a molti.

A seguito della decisione di avviare la produzione dell'integratore, mi sono sentito ancora
pit in dovere di continuare a studiare e approfondire I'argomento, arricchendo le mie
conoscenze sulle varie proprieta degli ingredienti scelti, la loro biodisponibilita, efficacia e

sicurezza.

Nel frattempo hanno continuato a uscire nuove pubblicazioni, che confermano
I'intuizione da me avuta e forniscono altri dettagli sui meccanismi d'azione. Molte di tali
nuove conoscenze, aggiornate al febbraio 2021, formano il corpo principale di questo

libretto, che e destinato sicuramente a ingrandirsi in prossime edizioni.

Termino l'introduzione precisando che I'argomento dell'integrazione alimentare nella
cura della salute € molto vasto e non pud essere esaurito con la trattazione di un paio di
sostanze, pur molto utili come vedremo. Cio significa che la valorizzazione di quercetina
ed esperidina nulla deve togliere all'interesse di altri prodotti naturali o artificiali nella

prevenzione e cura di una malattia cosi grave e difficile come il COVID-19.

Spero solo di aver dato il mio piccolo contributo al contrasto della pandemia e alla salute

delle persone, in questo frangente storico.
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01. Dieta e flavonoidi

Nella medicina moderna e principalmente nell'approccio convenzionale alle malattie
infettive, l'alimentazione sembra essere un aspetto trascurato o perlomeno sottovalutato,
sebbene sia riconosciuto che essa gioca un ruolo importante nella prevenzione di varie

malattie, comprese quelle infettive [15-20].

Tra i benefici della dieta mediterranea per la protezione da molte malattie c'e anche
I'elevato consumo di alimenti ricchi di vitamine A, C, D, E e sostanze fitochimiche come

i polifenoli. I polifenoli sono composti organici prodotti in natura dal metabolismo delle
piante (e dunque definiti “metaboliti secondari”), di cui sono conosciuti molti benefici per
la salute e che sono quindi usati come preziosi elementi alimentari o come integratori.

Alcune molecole rappresentative sono illustrate in Figura 2.

Esistono migliaia di molecole diverse, a testimonianza delle molteplici proprieta
fitochimiche che hanno i polifenoli nel regno vegetale (ad esempio nella difesa dalle
infezioni batteriche, virali e fungine) e nell'interazione tra piante e regno animale (ad
esempio nella regolazione dell'interazione con gli insetti o dell'alimentazione dei

mammiferi).

La Figura 2 illustra la varieta di molecole presenti in alcuni rappresentativi vegetali in
cui sono stati dimostrati i principi attivi. Studi epidemiologici dimostrano che molte di
gueste sostanze sono associate a una maggiore longevita e minore incidenza di malattie

tumorali delle popolazioni che si alimentano con esse [9, 21].

Inoltre, alcune di queste sostanze possono avere un‘azione antivirale o comungque essere
importanti nel modulare il sistema immunitario e nel difendere le cellule dallo stress
ossidativo associato alle infezioni. Questa revisione si concentrera sui loro effetti nelle
infezioni virali, con particolare rilievo sulla pandemia COVID-19 esplosa di recente e sul

Suo virus responsabile SARS-CoV-2.

| polifenoli si classificano in varie classi, tra cui la piu abbondante € costituita dai
flavonoidi, composti idrossilati basati sulla struttura di 15 atomi di carbonio del flavone

genitore (2-fenil-1,4-benzopirone), che consiste di due anelli fenilici (A e B) e un anello
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Figura 2. Piante alimentari e alcuni loro principi attivi con proprieta nutraceutiche. Le frecce indicano
approssimativamente l'origine caratteristica dei diversi fitochimici, pur precisando che una pianta di
solito produce varie sostanze e molte delle sostanze indicate sono prodotte da diverse piante.
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Figura 3. Struttura molecolare di flavone (A), quercetina (B), esperetina (C) ed esperidina (D).
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eterociclico (C) (Figura 3, A). Essi possono essere suddivisi in varie classi in base alla
loro struttura molecolare e secondo lo schema di sostituzione dell’anello C: flavoni,
flavonoli, isoflavoni, antociani, flavanoli e flavanoni. Sono state identificate piu di 4.000
varieta di flavonoidi.

Tra i flavonoidi si distinguono i flavanoni, particolarmente presenti negli agrumi
(esperidina e, in dose minore, naringina) e i flavonoli, di cui la componente
quantitativamente pil rappresentata in molti vegetali (es. capperi, cipolle, cicoria, piselli,

mirtilli) & la quercetina.

Il flavanone pill rappresentato e I'esperetina [nome della International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC): (2S)-5,7-diidrossi-2-(3-idrossi-4-metossifenil)-2,3-diidrocromen-
4-uno, con un peso molecolare di 302,28 g / Mol] (Figura 3, C), che si trova negli agrumi in

gran parte legata con due molecole zuccherine come esperidina (Figura 3D).

L'esperidina (con un peso molecolare 610,6 g / Mol) & quindi un derivato glicosilato

dell'esperetina, con un disaccaride 6-O- (alfa-L-ramnopiranosil) -beta-D-glucopiranosile
in posizione 7, tramite un legame glicosidico. Nel succo d’arancia fresco il contenuto di
esperidina e di circa 30 mg per 100 ml [22], ma si trova in quantita maggiori nella parte

bianca della buccia [13].

| flavanoni mancano di un doppio legame tra C2 e C3 e questo li rende chirali nella
posizione C2. Il C2 & quindi legato a gruppi disposti nello spazio secondo una
configurazione geometrica tale che la sua immagine speculare non & sovrapponibile
(stereoisomeri). La chiralita implica che I'anello B non & planare come nei flavonoli ed &
piegato rispetto agli anelli A-C. Tale differenza nell'orientamento molecolare € rilevante
perché puo influenzare il modo in cui i diversi flavonoidi interagiscono con i loro bersagli

biologici e quindi le loro proprieta bioattive.
Nella dieta umana, i flavonoli sono molto diffusi e tra questi spicca la quercetina (Figura 3, B).
La quercetina [nome IUPAC: 2- (3,4-diidrossifenil) -3,5,7-triidrossocromen-4-one, con un

peso molecolare di 302,23 g / Mol] contiene ben cinque gruppi idrossilici in posizione

3,5,7,3 'e 4’ allo scheletro di flavonolo di base. Cio la rende molto efficiente nello stabilire
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legami idrogeno con aminoacidi particolari delle proteine con cui interagisce e che
modula. Nelle piante e in conseguenza della biotrasformazione da parte della flora
batterica intestinale, alcuni di questi gruppi idrossilici sono glicosilati e costituiscono i
principali derivati della quercetina. Questo flavonolo &€ ampiamente presente nel regno
vegetale [23, 24] con un consumo medio giornaliero di 25-50 milligrammi [25], fino a
circa 250 mg al giorno nei “grandi consumatori” di frutta e verdura [26]. Un‘altra pianta i
cui frutti sono particolarmente ricchi di quercetina € la Dimorphandra mollis, detta anche
Fava d'anta [27].

Molti degli effetti biologici dei flavonoidi sembrano essere correlati sia alle loro proprieta
antiossidanti, sia alla loro capacita di modulare recettori, enzimi, cascate di segnalazione
cellulare, piuttosto che a un effetto antiossidante diretto. Infatti, le concentrazioni
massime di flavonoidi che possono essere raggiunte nel sangue con assunzioni molto
elevate (~ 2 ymol / L) sono molto inferiori alle concentrazioni di altri antiossidanti, come
acido ascorbico (~ 50 pmol / L), acido urico (200-400 uymol / L) e glutatione (700-1500
umol / L).

Linterazione funzionale tra flavonoidi ed enzimi o recettori avviene attraverso legami
idrogeno e interazioni idrofobiche con amminoacidi chiave di proteine bersaglio. Ad
esempio, un'inibizione dell'attivita dell'enzima xantina ossidasi da parte della quercetina
viene esercitata grazie ai gruppi idrossilici C4 e C5 [28] e I'attivita antinflammatoria
dipende non solo dal numero di gruppi idrossilici liberi, ma anche dalle biotrasformazioni
con aggiunta di un gruppo metile [29].

Molti studi hanno evidenziato I'importanza dello stato redox intracellulare (cioe
I'equilibrio tra le specie “ridotte” e “ossidate” delle molecole di interesse biologico), come
nuovo target per farmaci naturali o sintetici volti a bloccare sia la replicazione virale che

l'eccesso di inflammazione [10, 30].
E stato quindi suggerito che il trattamento precoce con flavonoidi possa essere un modo
per ripristinare I'equilibrio redox, prevenire il danno cellulare e la conseguente tempesta

inflammatoria che causa danni ai polmoni con disfunzione respiratoria [31-34].

Un recente studio randomizzato, apparso in versione preliminare (nel senso che non
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€ ancora stato ancora sottoposto a revisione paritaria), suggerisce che la quercetina,
somministrata insieme alla vitamina C, potrebbe aiutare gli operatori sanitari nella
prevenzione dell'infezione da SAR-CoV-2 [35].

Il trattamento era fatto con I'integrazione di quercetina (500 mg), vitamina C (500 mg) e
bromelina (50 mg). Durante il periodo di follow-up (tra il 20 marzo e il 20 giugno 2020) tra
i 71 operatori sanitari che utilizzavano l'integratore si € positivizzato per SARS-CoV-2 un
solo soggetto, mentre su 42 operatori sanitari nel gruppo di controllo (che non assumeva

lintegratore) si sono positivizzati 9.

Nel gruppo che ha assunto l'integratore, il rischio di avere COVID-19 é risultato 12 volte
pil basso di quello nel gruppo non trattato con l'integratore (p = 0,031). Il campione

e piuttosto esiguo e non e stato usato il doppio cieco, quindi si attendono conferme

o smentite. Un risultato come questo, ottenuto con sostanze naturali dall'altissimo
margine di sicurezza e dal basso costo, se confermato sara molto importante per tutti i
soggetti esposti al rischio di contagio, a prescindere dall'efficacia 0 meno dei vaccini nel

controllare la diffusione del virus e delle sue molteplici varianti.

Sebbene non ci siano ancora consistenti prove cliniche di efficacia nel COVID-19 (se
non qualche dato preliminare sottoposto a riviste indicizzate), esperidina e quercetina
sono state segnalate tra le sostanze capaci di inibire specificamente il legame ai
recettori cellulari del virus SARS-CoV-2 e la sua replicazione [10, 11, 13, 36, 37]. Inoltre,
i due flavonoidi possono contribuire al funzionamento del metabolismo cellulare e al

bilanciamento delle reazioni immunitarie.

Qui esamineremo i meccanismi d'azione noti dei due flavonoidi, prendendo come
paradigma l'infezione da SARS-CoV-2, e senza tralasciare di menzionare le importanti

proprieta di queste sostanze naturali per la cura della salute in generale.

Seguendo un ordine logico, saranno affrontati i vari passaggi dell'infezione virale,
partendo dall'ingresso nella cellula fino alle conseguenze cliniche, specificando i punti in
cui i due flavonoidi considerati potrebbero agire a scopo preventivo o terapeutico e i loro
meccanismi d'azione. Il testo in parte rappresenta traduzione e aggiornamento di articoli
pubblicati dall'autore [10, 38, 39].
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02. Attacco alla cellula e difese antivirus

La possibilita che i flavonoidi abbiano azione antivirus € sostenuta da molte prove
sperimentali, fatte soprattutto su cellule in coltura e animali di laboratorio, che hanno
dimostrato la capacita di inibire I'infezione da vari virus come herpes simplex-1,
parainfluenza e virus respiratorio sinciziale [40, 41], poliomielite-1 [42], rinovirus [43, 44],
epatite [45], rotavirus [46], influenza [47-53], SARS-coronavirus-1 [54].

E quindi plausibile che un‘azione cosi ad ampio spettro si eserciti anche sul coronavirus
attuale. In questo capitolo scopriremo che l'azione sul SARS-CoV-2, il responsabile

principale del COVID-19, potrebbe essere ancora piu specifica e forte.

| coronavirus sono un gruppo di virus a RNA a filamento singolo con una morfologia
simile a una corona, che causano principalmente malattie enteriche e respiratorie di
varia entita. Superate le prime barriere mucose e il possibile intervento del sistema

immunitario, i virus entrano nella cellula tramite specifici recettori (Figura 4).

Ll'pml‘l

EN

Figura 4. Ciclo intracellulare del virus SARS-CoV-2. Gli asterischi verdi e i numeri indicano i punti delle
azioni flavonoidi descritte nel testo: *1: legame ai recettori di membrana; *2: inibizione delle proteasi
virali; *3: azione di stimolo delle difese antiossidanti.
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L'acido nucleico virale (RNA) & quindi liberato nel citoplasma e la sua informazione
genetica, contenente una serie di istruzioni per replicare il virus, € espressa provocando
vari cambiamenti intracellulari, compresa la replicazione in piu copie e vari tipi di danni
alla cellula ospite. In ciascuna di queste fasi € possibile immaginare I'azione di sostanze
che tendono a bloccare l'ingresso nella cellula o a rallentare la replicazione e le sue
conseguenze patologiche. Molti di questi farmaci o composti appartengono alla serie

degli antivirali noti, altri sono stati identificati nelloccasione della nuova pandemia.

Legame al recettore e ingresso

Linternalizzazione di SARS-CoV-2 nelle cellule umane € mediata dal legame della
glicoproteina spike (S) del virus al suo recettore sulle membrane cellulari, che & una
proteina con attivita enzimatica, che agisce nell'ambito del sistema renina-angiotensina
trasformando I'angiotensina Il in angiotensina 1-7. Per questo il recettore ha il nome di
“angiotensin-converting enzyme -2" (ACE2) [55, 56]. LACE2 & espresso in molti tessuti tra
cui polmone, fegato, cuore, colon, esofago, intestino, reni, piastrine e persino il cervello, il
che e coerente con la varieta di tipi di cellule che possono essere infettati e la varieta di
sintomi riportati in pazienti COVID- 19 [57-62].

La proteina S ha due subunita, la prima delle quali contiene un gruppo di aminoacidi
implicati nel legame col recettore (receptor-binding domain, RBD). Il legame con ACE2

e I'ingresso sono anche favoriti dalla presenza di un sito di scissione polibasica tra le
due subunita dello spike e da enzimi proteolitici attaccati al recettore, di cui la serina
proteasi-2 transmembrana (TMPRSS?2) & particolarmente importante. Attivando le
proteasi associate al recettore, il virus causa anche un distacco di ACE2 dalle membrane

cellulari, che passa quindi nei liquidi biologici in forma solubile (“sACE2").

Alla ricerca di rimedi per il nuovo coronavirus, la prima cosa che hanno fatto i ricercatori
¢ stata quella di cercare molecole con struttura chimico-fisica adatta a legarsi alla
proteina S del virus SARS-CoV-2 (*1 in Figura 4). | primi a mettere in evidenza i flavonoidi
sono stati, guarda caso, dei cinesi [63]. Questo anche perché in Cina ci sono molte
formulazioni di decotti della medicina cinese che sono state utilizzate sin da subito per la
cura del COVID-19. Gli autori hanno utilizzato tecniche di simulazione “in silico” (termine
che significa al computer) per esaminare 1066 sostanze naturali con un potenziale

effetto antivirale, oltre a 78 farmaci antivirali gia noti in letteratura.
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Cos’hanno fatto, in breve, questi cinesi? Hanno costituito “librerie” di molecole del virus

e dei farmaci. Hanno esaminato in dettaglio la struttura e i possibili bersagli importanti
dei farmaci, come la proteasi simile alla 3-chimotripsina (3CLpro), la spike, la RNA
polimerasi RNA dipendente e la proteasi simile alla papaina (PLpro). Hanno poi preso un
database con migliaia di molecole possibili con le forme piu svariate e I'hanno cimentata

con metodi computerizzati con le loro strutture costruendo modelli di omologia.

ESPERIDINA

CELLULA

Figura 5. Interazione della proteina ACE2 con la spike in presenza di esperidina. Il frammento RBD della
proteina spike (331-524) & mostrato in rosso, la molecola di esperidina nel modello a bastoncelli e 'ACE2
umana & mostrata in blu. Figura realizzata utilizzando parte del diagramma dell'opera citata [69], con
autorizzazione di Creative Commons.

Il docking molecolare pud essere utilizzato per prevedere come la proteina (recettore)
interagisce con i composti bioattivi (“ligandi”). Sono stati sottoposti a screening ampi
database di composti artificiali e il un intero database di prodotti naturali. Il risultato piu
straordinario & che, tra tutti i composti esaminati, l'esperidina ¢ risultata la piu adatta
per legarsi alla spike del SARS-CoV-2, incuneandosi nel solco medio superficiale del
RBD, dove alcuni amminoacidi, tra cui Tyr436, Try440, Leu442, Phe443, Phe476, Try475,

Try481 e Tyr49 formano una tasca idrofobica per contenere la sostanza.

Vari autori hanno poi confermato l'affinita dell'esperidina per il frammento RBD della

proteina spike — anche in diverse conformazioni delle strutture secondarie e terziarie
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- e la sua capacita di ostacolare il legame con ACE2 o di rendere instabile I'interazione
(Figura 5) [64-69]. Nel modello di Basu e collaboratori [69], 'ancoraggio dell'esperidina
e stabilizzato da due legami idrogeno (mostrato con linee verdi in figura 5) con gli
amminoacidi Phe457 e Glu455 sulla proteina 4 spike. Secondo altri studi di screening
in silico, I'esperidina ha anche un‘affinita per la proteasi TMPRSS2, che & coinvolta nel

funzionamento del recettore quando la vescicola viene interiorizzata con il virus [70, 71].

Le simulazioni di dinamica molecolare e gli studi sul panorama energetico hanno rivelato
che altri flavonoidi come fisetina, quercetina e kaempferolo si legano al complesso
ACE2-spike con energia libera favorevole [72]. Un altro gruppo ha riportato studi che
dimostrano che la quercetina ha un'elevata affinita per la spike virale, bloccando i siti
d'interazione con i recettori cellulari [36]. Secondo altri autori, che hanno seguito un
approccio di espressione genica [73], la quercetina € identificabile come una delle
sostanze naturali con il punteggio piu alto nella capacita di alterare I'espressione di

numerosi geni umani che codificano i bersagli della proteina SARS-CoV-2, incluso ACE2.
Proteolisi e assemblaggio

Un secondo punto teorico di azione dei flavonoidi € il meccanismo che consente

I'elaborazione delle prime proteine trasferite dal genoma virale (*2 in Figura 4).

Dopo aver interagito con i recettori di membrana e le loro proteasi associate, la particella
virale viene interiorizzata per mezzo di una vescicola formata dalla stessa membrana, il

Ccui guscio viene poi rimosso, permettendo il rilascio del’lRNA genomico nel citoplasma.

Le sequenze codificanti del'/RNA genomico vengono tradotte in proteine ppla e pplab,
che vengono poi scomposte da un processo proteolitico per un totale di 16 proteine non
strutturali. Il principale enzima che effettua questa trasformazione & chiamato proteasi
3-chimotripsina-simile (3Clpro), o proteasi maggiore (Mpro) da altri autori, ed € un

bersaglio privilegiato di molti farmaci antivirali chimici.

Alcune proteine non strutturali formano quindi un complesso di replicazione 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 tale scopo, le proteine strutturali sono incorporate nella membrana e la proteina N del
nucleocapside si combina con I'RNA prodotto attraverso il processo di replicazione, per

diventare un complesso nucleoproteico. | vari componenti si fondono nella particella
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virale completa nell'apparato del reticolo endoplasmatico del Golgi, che viene infine
escreta nella regione extracellulare. Dopo uno screening di migliaia di potenziali molecole
leganti I'Mpro, utilizzando tecniche di docking molecolare, vari autori hanno scoperto una
forte affinita dell'esperidina con tale proteasi [63, 64, 67]. Questo flavanone si colloca

quindi, a pieno diritto, tra i candidati ad esercitare una netta azione antivirale diretta.

Esiste un precedente importante quando alcuni autori studiarono composti naturali in
grado di inibire 'Mpro del virus della SARS [54], utilizzando saggi di scissione proteolitica
basati su cellule. Su sette composti fenolici testati, I'esperetina ha inibito efficacemente

I'attivita proteolitica con una IC50 (dose che inibisce al 50%) di 8,3 pmol / L.

Poiché la struttura della proteasi principale dei coronavirus e la conformazione del sito
attivo sono preservate nonostante le variazioni di sequenza [68], € concepibile che
I'effetto inibitorio dell'esperidina, precedentemente osservato nel virus SARS, potrebbe
essere sfruttato anche in SARS-CoV-2. Inoltre, I'esperidina si lega alla proteina strutturale
16 (nsp16) del SARS-CoV-2, che € una metiltransferasi dipendente dalla S-adenosil
metionina [74]. Questa proteina svolge un ruolo importante nella replicazione virale e

impedisce il riconoscimento da parte del sistema immunitario innato.

Un nuovo studio di autori indonesiani [75] ha messo a confronto molecole di origine
naturale e farmaci di sintesi come inibitori della proteasi principale (Mpro) della SARS-
CoV-2 e della spike virale. La valutazione e stata eseguita sui punteggi di attracco
calcolati selezionando la migliore conformazione del complesso proteina-ligando che
aveva la piu alta affinita (energia libera di legame / AG di Gibbs piu negativa). A titolo
di confronto, sono stati utilizzati nelfinavir (un farmaco antiretrovirale), clorochina e
idrossiclorochina solfato (farmaci antimalarici raccomandati dalla FDA come farmaci
di emergenza anche per COVID-19). | risultati hanno mostrato che nei confronti di
proteina spike il composto con punteggi di legame migliori era I'esperidina, seguita da
altri composti come pectolinarina, epigallocatechina gallato e roifolina. Tutte queste
molecole avevano punteggi migliori rispetto a nelfinavir, clorochina e idrossiclorochina

solfato come inibitori della glicoproteina spike.

Come inibitori di Mpro, esperidina, roifolina, pectolinarina e nabiximoli avevano circa la
stessa energia di nelfinavir ma erano migliori della clorochina e dell'idrossiclorochina
solfato. Questa scoperta implica che diversi composti naturali delle piante valutati in

questo studio hanno mostrato una migliore energia libera di legame rispetto a nelfinavir,
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clorochina e idrossiclorochina solfato, che finora sono raccomandati nel trattamento del
COVID-19. Gli autori concludono che questi dati dovrebbero essere uno dei riferimenti

per ulteriori ricerche precliniche e cliniche di rimedi specifici per vincere il COVID-19.

Anche la quercetina ha mostrato di inibire I'Mpro dei vari coronavirus, in particolare di
SARS-CoV [76], MERS-CoV [77] e SARS-CoV-2 [78].

Secondo quest'ultimo autore, gli amminoacidi di legame della quercetina e
dell'esperetina su SARS-CoV-2 Mpro sono parzialmente differenti: il primo infatti si lega a
Glu288, Asp289 e Glu290, mentre il secondo a Glu290, Asp289, Lys5. Inoltre, esperetina,
naringenina e kaempferolo si legano al sito di regolazione Leu286, cosa che la quercetina

non fa.

Tutto cio suggerisce che le diverse molecole non si sovrappongano come attivita
farmacologica sull'Mpro, ma possano sinergizzare. Notoriamente, le migliori
strategie antivirali hanno privilegiato un “cocktail” di diverse sostanze che agiscono

simultaneamente su diversi bersagli del meccanismo di replicazione virale.

Uno studio ancora pit recente [79] conferma l'affinita della quercetina con Mpro
utilizzando la misurazione dell'attivita enzimatica. La prova del suo effetto inibitorio &

stata ottenuta con una dose abbastanza bassa di quercetina (7,7 umol / L).

La Figura 6 illustra il complesso molecolare formato dalla quercetina legata nella cavita
che costituisce il sito attivo di Mpro (in blu), nella posizione piu favorevole per inibire

I'attivita enzimatica della proteina, al fine di bloccare la replicazione del coronavirus.

Da Silva e collaboratori [80] hanno esteso la ricerca di molecole che interagiscono con
Mpro a una serie di glicosidi flavonoidi utilizzando un approccio di docking molecolare.
Sono state cosi previste forti interazioni e notevole affinita di legame con la proteasi da
parte della quercetina e ancor piu dei suoi derivati glicosidici quercetina-3-O-rutinoside
(rutina), quercetina-3-O-glucuronide, quercetina-3'- O-solfato, quercetina-7-0 -glucuronide,
guercetina-7-O-solfato. Va notato che i flavonoidi assorbiti normalmente subiscono un

ampio metabolismo nelle cellule epiteliali dell'intestino tenue e nel fegato.

| metaboliti coniugati con i gruppi metile, glucuronato e solfato sono le forme
predominanti presenti nel plasma [81-83]. La quercetina € stata anche indicata come

una delle sostanze in grado di legare e quindi inibire la RNA polimerasi RNA-dipendente,
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Figura 6. Rappresentazione della molecola di quercetina (in arancione) all'interno del sito attivo dell'Mpro del
virus SARS-CoV-2. Sviluppato da Bruno Rizzuti sulla base dello studio di cui & coautore [79]. Riproduzione
autorizzata dall'autore. Nell'inserto il grafico dose-risposta dell’'effetto inibitorio sull'attivita enzimatica.

un enzima essenziale nella replicazione delRNA virale nella cellula ospite [80] e la
proteasi simile alla papaina (SARS-CoV-2 PLpro) [84]. In quest'ultimo lavoro la proteasi
e stata utilizzata per esaminare virtualmente con docking molecolare 1697 farmaci
clinici approvati dalla Food and Drug Administration (FDA). Tra i migliori risultati che

ci si aspettava di legarsi con SARS-CoV-2 PL (pro) c’erano tre protettivi cellulari e
antiossidanti (NAD +, quercetina e oxiglutatione), tre antivirali (ritonavir, moroxidina e
zanamivir), due antimicrobici (doripenem e sulfaguanidina) tre bloccanti antipertensivi

dei recettori ACE (candesartan, losartan e valsartan) e altri.

Come gia accennato, la medicina cinese propone molti rimedi per i sintomi del
COVID-19 [85], di solito fatti di erbe, semi o frutti, molti dei quali ricchi di esperidina

[86, 87] 0 quercetina [88-90]. Un gruppo di ricercatori ha utilizzando il database e la
piattaforma di analisi dei sistemi di farmacologia della medicina tradizionale cinese e si
¢ dedicato a studiare i composti di una pianta medicinale detta Kuzdu (Pueraria lobata),

tradizionalmente usata in Cina per malattie del fegato e del cuore [91].
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Questi ricercatori hanno fatto un grosso passo avanti rispetto alle simulazioni molecolari
di cui abbiamo trattato in precedenza: hanno preso le molecole ACE2 vere e proprie, le
hanno fissate su un'adatta superficie e poi hanno lasciato che vi si legasse la proteina
spike purificata. Mediante una tecnica detta test di risonanza plasmonica di superficie,
gli studiosi hanno misurato la forza di legame tra RBD della spike e ACE2 ed hanno
notato che la puerarina e la quercetina competono in modo significativo col legame del
RBD al recettore ACE2.

'aggiunta di puerarina ha attenuato il segnale di risposta di circa il 20% rispetto a quello
della sola proteina spike, mentre la quercetina ha attenuato il segnale di oltre il 90%,
indicando che l'interazione tra la parte RBD della proteina spike e ACE2 e stata quasi
completamente abrogata. | ricercatori concludono che i risultati supportano l'opinione
che questo flavonolo sia utile nellimmunomodulazione dell'ospite, il che lo rende un

candidato promettente contro COVID-19.

Russo e collaboratori [11] hanno ulteriormente confermato la capacita di flavonoidi
noti (ad es. quercetina, baicalina, luteolina, esperetina, gallocatechina gallato,
epigallocatechina gallato) di inibire le proteine chiave coinvolte nel ciclo infettivo di
SARS-CoV-2. Hanno suggerito che i flavonoidi e i loro derivati, a causa delle loro attivita
pleiotropiche e della mancanza di tossicita sistemica, possono rappresentare composti
bersaglio da testare in futuri studi clinici per arricchire I'arsenale di farmaci contro le

infezioni da coronavirus.
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03. Stress ossidativo

Lo stress ossidativo € un importante meccanismo di patologia cellulare coinvolto in
molte malattie, comprese quelle causate da virus. Esso si verifica quando le specie
reattive dellossigeno (ROS) dotate di alta reattivita chimica (es. perossido di idrogeno
H,0,, anione superossido O, radicale idrossile *°OH, ossigeno singoletto '0,) sono
prodotte in eccesso o si verifica un difetto del loro smaltimento, a causa dello squilibrio

di vari meccanismi biochimici deputati al loro controllo.

La figura 7 riassume sinteticamente alcuni meccanismi che portano alla formazione di
ROS in una cellula invasa dai virus e pure coinvolta in fenomeni inflammatori conseguenti
alla malattia virale. Gli antiossidanti (A.O.) agiscono a molteplici livelli nel contrastare i

fenomeni patologici e nel rallentare la degenerazione che porta alla morte cellulare.
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Figura 7. Eventi biochimici che sono coinvolti nella patologia cellulare durante l'infezione da virus SARS-CoV-2 e
principali punti dove si esercita I'azione protettiva degli antiossidanti (A.O.). Per le spiegazioni vedi il testo.
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Le infezioni respiratorie virali sono generalmente associate alla produzione di citochine,
inflammazioni, morte cellulare e altri processi fisiopatologici, che potrebbero essere
collegati a una maggiore produzione di ROS, squilibrio redox e quindi stress ossidativo

cellulare o tissutale.

Molte linee di evidenza suggeriscono che le infezioni virali sono accompagnate da segni
di aumento della produzione di ROS, presenza di prodotti di ossidazione nel plasma
sanguigno e nelle urine e/o ridotta capacita antiossidante [92]. Questi meccanismi

sono coinvolti nelle vaste lesioni sistemiche osservate durante gravi complicanze
associate all'influenza. E stato quindi suggerito che gli agenti con proprieta antiossidanti
potrebbero essere farmaci di scelta per il trattamento di pazienti con complicanze cosi
gravi [93].

Lo stress ossidativo & stato osservato nell'infezione di virus come I'epatite B [94],
I'epatite C [95], I'influenza [96] e SARS-CoV-2 [97, 98].

In quest'ultimo caso, I'eccesso di ROS potrebbe anche determinare un'evoluzione

sfavorevole in soggetti anziani con bassa capacita antiossidante [99, 100], forse perché
I'ambiente redox intracellulare altera la presentazione degli antigeni [101] e 'espressione
di ACE2 [102, 103]. In effetti, la gravita e il rischio di mortalita di SARS-CoV-2 o COVID-19

sono stati associati all'eta [100].

Un ruolo particolarmente importante in questo processo biochimico é svolto dalla
produzione di H,0,e O, da parte delle cellule che attuano la fagocitosi (inglobamento

e uccisione dei microrganismi). Infatti queste cellule (granulociti neutrofili, eosinofili,
monociti, macrofagi, cellule microgliali) sono dotate di uno speciale apparato enzimatico
(NADPH ossidasi) capace di generare superossido e quindi usano le ROS per uccidere i
batteri e neutralizzare i virus [104].

Ma nel corso di tale attivita, di per sé difensiva e “benefica’, & possibile che gran quantita
di ROS, accompagnata da enzimi, sia rilasciata anche all'esterno delle cellule, causando
danni alle cellule vicine e ai tessuti. Questo meccanismo ¢ illustrato schematicamente

nella Figura 8.
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Figura 8. Schema del metabolismo ossidativo di un granulocita neutrofilo mentre sta inglobando un
batterio (in alto a sinistra) e quando ha catturato un batterio e lo sta uccidendo all'interno di uno spazio
chiuso (a destra). Lenzima NADPH ossidasi & rappresentato come stelle rosse sulla membrana, i granuli
contenenti enzimi battericidi e antibiotici naturali con puntini azzurri. H,0,: acqua ossigenata, O, anione
superossido, HOCI: acido ipocloroso, NADP+: Nicotinammide Adenina Dinucleotide Fosfato, NADPH:
Nicotinammide Adenina Dinucleotide Fosfato ridotto, N: nucleo, B: batteri, G6P: glucosio 6-fosfato,
GL6P: glucono lattone 6-fosfato, GSH: glutatione ridotto, GSSG: glutatione ossidato, G6PD: glucosio
6-fosfato deidrogenasi, Red.: glutatione reduttasi, Perox.: glutatione perossidasi, Cat.: catalasi. Red.:
glutatione reduttasi, Perox.: glutatione perossidasi, Cat.: catalasi.--> Red.: glutatione reduttasi, Perox.:
glutatione perossidasi, Cat.: catalasi. In figura per semplicita sono omesse le stechometrie dei protoni.

Sistemi antiossidanti

Vi sono molti sistemi di difesa dalle ROS e di compensazione dello stress ossidativo,
che in questa sede possiamo menzionare solo brevemente. Vi sono sostanze
“‘scavenger” come le vitamine A ed E, che reagiscono con i radicali liberi impedendo
loro di attaccare le strutture cellulari; sono liposolubili e quindi riescono a proteggere le

membrane, si sciolgono e captano il radicale libero prima che questo attacchi gli acidi
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grassi. La vitamina C e l'acido urico sono invece nel citoplasma e nel sangue, in acqua
sono idrosolubili. Inoltre vi sono molti enzimi implicati nella difesa dallo stress ossidativo,

tra cui la superossido dismutasi, la catalasi, la glutatione perossidasi.

La figura 8 mostra come I'H,0,, prodotta dalla NADPH ossidasi e che non e utilizzata per

2!
I'attacco ai microbi, venga eliminata dalla catalasi o attraverso il ciclo del glutatione. In

tal modo la cellula e protetta dal pericolo di auto-intossicazione.

Il glutatione (y-I-glutamil-I-cisteinil-glicina) & un tripeptide biologicamente abbondante
che svolge un ruolo importante nella disintossicazione cellulare ed e considerato il

pill importante e potente fra gli antiossidanti prodotti dall'organismo. E una sostanza
presente in tutte le cellule, una combinazione di amminoacidi solforati. Il glutatione
esiste in due stati: ossidato (GSSG) e ridotto (GSH). La forma prevalente € il GSH, con
concentrazioni di 5-10 mMol/L nelle cellule. Il glutatione ridotto (GSH) cede molto
volentieri il suo idrogeno (H+) che funge da accettore di un elettrone (e-) proveniente da

molecole reattive dell'ossigeno, generando I'innocua molecola di acqua:
Glutatione ridotto (2 GSH) + Perossido (H,0,) >> Glutatione ossidato (GS-SG) + 2 H,0

Questo passaggio biochimico e importante perché in tal modo il glutatione viene
“sacrificato” per far si che siano eliminate le molecole ossidanti e tossiche come la acqua
ossigenata (H,0,) e i perossidi degli acidi grassi (R- O,H), che si formano durante le
malattie infettive e anche a sequito della ingestione di sostanze tossiche o farmaci, o per

il metabolismo dellossigeno nei mitocondri.

Il glutatione ossidato viene poi “riciclato’: la riduzione del GSSG a riformare GSH utilizza
I'enzima glutatione reduttasi, che richiede NADPH, il quale a sua volta e prodotto dal

metabolismo del glucosio-6-fosfato:
Glutatione ossidato (GS-SG) + NADPH + H + >> Glutatione ridotto (2 GSH) + NADP *

La G6PD, nella prima tappa della via, catalizza la deidrogenazione del glucosio-6-fosfato
a 6-fosfoglucono-A-lattone, utilizzando come cofattore una molecola di NADP+ che
preleva gli equivalenti riducenti dal carbonio 1 del glucosio-6-fosfato. Dunque in questa
reazione si genera NADPH + H+, il quale & un riducente importantissimo in processi
anabolici quali la biosintesi degli acidi grassi e del colesterolo, ma anche come cofattore

di enzimi che catalizzano la detossicazione di ROS. Il glutatione ¢ correlato anche alla
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struttura secondaria delle proteine, che sono ricche di gruppi tiolici (i tioli sono composti
organici che presentano formula chimica R—SH). Questo ciclo biochimico é descritto
nella Figura 8, ma si svolge in tutte le cellule dellorganismo perché tutte le cellule sono
esposte a ROS in vari momenti delle loro attivita vitali.

Livelli diminuiti di GSH sono associati alle caratteristiche dell'invecchiamento e di

un‘ampia gamma di condizioni patologiche, nonché all'abitudine al fumo.

Questi fenomeni sono implicati anche alle malattie virali e nel COVID-19 [98, 105].

Vari studi hanno dimostrato che la capacita delle glicoproteine dell'involucro virale di
fondersi sulla superficie di una membrana cellulare dipende dall'equilibrio disolfuro-tiolo
della cellula, anche se il legame dei coronavirus ai recettori cellulari sembra piuttosto

insensibile a questi parametri [106].

Sembra possibile che l'ossidazione dei tioli (residui —SH delle proteine) in disolfuri (S-S),
sotto un meccanismo di stress ossidativo, aumenti l'affinita delle proteine spike per il
recettore ACE2 e, quindi, aumenti la gravita del COVID-19 [102].

A questo proposito, il glutatione ridotto (GSH) pud anche avere un potenziale anti-SARS-
CoV-2 diretto: infatti, uno studio computazionale indica che il legame della proteina
spike ad ACE2 € massimo quando i gruppi solfidrilici di ACE2 sono in forma dei disolfuri,
mentre si altera quando sono completamente ridotti a tioli: quindi un ambiente pro

ossidante con bassi livelli di GSH favorirebbe I'ingresso cellulare di virus [102, 107].

La N-acetilcisteina, che supporta il glutatione e quindi i principali sistemi di difesa
antiossidante [108], & stata utilizzata con buoni risultati nelle sindromi influenzali [109]
e nella sindrome da distress respiratorio acuto (ARDS) [110]. Recentemente e stata

suggerita come potenziale agente terapeutico per COVID-19 [111-116].

Alcuni risultati positivi sono stati ottenuti in pazienti in condizioni critiche [117, 118], ma
uno studio randomizzato condotto in Brasile su un gruppo pazienti trattati con infusione

di 21 grammi di N-acetilcisteina/die, non ha ottenuto effetti terapeutici [119].

Ulteriori studi dovrebbero valutare meglio i dosaggi efficaci e I'applicazione in varie fasi
della malattia. L'acetilcisteina e stata impiegata anche per contrastare l'insufficienza

epatica causata da remdesivir in due pazienti COVID-19 [120].
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Azioni di flavonoidi e vitamina C

Come descritto nel primo capitolo, i flavonoidi hanno una struttura molecolare in grado di
partecipare alle reazioni redox e all'eliminazione dei radicali liberi, che sono coinvolti nei

fenomeni biochimici qui descritti e nella patologia cellulare derivante dall'infezione virale.

Lesperidina contribuisce in modo efficace ai sistemi di difesa antiossidante ed e stato
segnalato che agisce come un agente efficace contro i radicali superossido e idrossile
[121], mentre 'esperetina inibisce la produzione di ossido nitrico da parte delle cellule

microgliali stimolate dai lipopolisaccaridi (LPS) [122].

Anche la quercetina agisce come “scavenger” di radicali liberi, donando due elettroni

a specie ossidate che vengono ridotte (Figura 9). Quando cio si verifica con il
trasferimento di un elettrone alla volta, si passa attraverso una forma intermedia
semichinonica. Quest'attivita antiossidante della quercetina viene sfruttata in sinergia
con la vitamina C, grazie alla sua capacita di riportare alla forma originale la molecola di
flavonolo, proteggendola dall'ossidazione e riciclando la sua forma chinonica ossidata
dopo l'azione scavenger sui radicali liberi [123].
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Figura 9. Azione antiossidante della quercetina. Sono altresi indicati i ruoli dell'acido ascorbico (vitamina
C) e del glutatione nella protezione dei gruppi tiolici e nel riciclaggio della molecola verso la forma attiva.
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Oltre all'acido ascorbico, anche il glutatione € importante per mantenere la quercetina
nella sua forma ridotta e quindi funzionale e prevenire il rischio che la quercetina

chinone, a sua volta, possa ossidare i gruppi tiolici delle proteine [124, 125].

Gli studi sulla relazione struttura-attivita mostrano che le proprieta antiossidanti e
antiradicali liberi dei flavonoidi sono dovute al gruppo chetone, al doppio legame tra i
2 e 3 atomi di carbonio, al 37, 4-catecolo e all'idrossile in posizione 3 nello scheletro
flavonoide (gli ultimi due sono presenti nella quercetina ma non nell'esperidina, vedi
Figura 3) [126].

Il doppio legame C2-C3 estende la coniugazione 1t al gruppo carbonile nell'anello C,
quindi la capacita di eliminazione dei radicali dei flavonoidi insaturi € maggiore di quella

delle strutture sature, come i flavanoni [127].

La capacita anti radicalica dei flavonoli nei solventi acquosi € esercitata principalmente
dal meccanismo del trasferimento di elettroni con perdita protonica sequenziale,
associato al gruppo idrossile C3, o dal trasferimento elettrone-protone nella componente

catecolica.

Pertanto, il tipo di sostituzione dell'anello B & anche considerato un fattore determinante

della potenza anti radicalica dei flavonoidi [127].

Vari studi in vitro e in vivo hanno dimostrato che l'attivita antiossidante dell'esperidina e
della quercetina non ¢ limitata alla loro attivita scavenger, ma in realta aumenta le difese
cellulari contro lo stress ossidativo attraverso il percorso di segnalazione Nrf2 / ARE [87,
128-134] (Figura 10).

Il fattore 2 correlato al fattore nucleare eritroide 2 (Nrf2) & di primaria importanza perché
regola I'espressione genica attraverso una sequenza promotrice nota come elemento di

risposta antiossidante (ARE). Normalmente Nrf2 & attaccato a un‘altra proteina chiamata
proteina 1 associata a Kelch-like ECH (Keap1) e viene rapidamente degradato attraverso

il sistema di ubiquitinazione e proteasoma, senza svolgere alcuna funzione.

In presenza di ROS, invece, Nrf2 si stacca da Keap1, si fosforila e si trasloca nel nucleo,
dove si combina con una piccola proteina detta musculoaponeurotica fibrosarcoma
(Maf) a formare un dimero e si lega all'elemento di risposta antiossidante a monte del

promotore.
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Questo dimero ARE + Nrf2 avvia quindi la trascrizione dellRNA messaggero di una
serie di geni bersaglio come quelli che codificano per enzimi antiossidanti (“Sistemi

antiossidanti” nella Figura 10).

La capacita dell'esperidina di combattere i danni provocati dai radicali tossici
dellossigeno e stimolare I'espressione di Nrf2 & stata riportata da vari autori in
modelli sperimentali, in particolare nell'epatocarcinogenesi [135], epatotossicita [136],

neuroinflammazione e neurodegenerazione [131, 137-141].

Gli effetti protettivi della quercetina nei disturbi neurodegenerativi e nelle malattie
cerebrovascolari, dimostrati in studi sia in vitro che in vivo, sono anche largamente legati

alla sua capacita di stimolare le difese contro lo stress ossidativo [142].

Nel corso delle malattie virali sono ampiamente utilizzati farmaci analgesici e antipiretici,
e di questi uno dei pit comuni ¢ il paracetamolo (acetaminofene). Tuttavia, il fatto che
questo farmaco esaurisca le riserve di glutatione e possa peggiorare lo stress ossidativo

non € sempre preso in considerazione [105, 107].

Questo tipo di modificazioni biochimiche puo diminuire le difese antivirali [143]
o complicare il decorso soprattutto in pazienti con esami del fegato anormali o
insufficienza epatica [144, 145].

Di questo fatto andrebbe tenuto conto nell'impostare i piani terapeutici dei pazienti
COVID-19, segnalando anche il pericolo dell'automedicazione con dosi eccessive del

farmaco.
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Figura 10. Stress ossidativo indotto da diversi fattori patogeni (parte superiore) ed effetti difensivi
cellulari dei flavonoidi, che funzionano come “spazzini” dei radicali liberi in sinergia con I'ascorbato e
altre vitamine liposolubili (A, E) e come stimolanti della via Nrf2 / ARE. 0,: anione superossido; H,0,
perossido di idrogeno; “OH: radicale idrossile; LO,H: idroperossido lipidico; LPS: lipopolisaccaride;
Keap1: proteina 1 associata a ECH simile a Kelch; Nrf2: fattore 2 correlato al fattore nucleare eritroide 2;
Maf: elemento fibrosarcoma musculoaponeurotico; ARE: elemento di risposta antiossidante.
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04. Insufficienze d'organo e patologia sistemica

Una volta che si siano riprodotti nelle cellule dei tessuti di ingresso e abbiano superate le
prime barriere delle difese innate, i virus si diffondono agli organi bersaglio e provocano
vari tipi di conseguenze cliniche in diversi individui. E noto che la gravita del COVID-19 e
di altre infezioni respiratorie virali € correlata a molti diversi parametri (eta, genere, stato

nutrizionale, comorbilita, ecc.), oltre che dalla virulenza del ceppo.

Le persone con condizioni preesistenti come diabete, ipertensione, malattie croniche
polmonari, cardiache e renali (tutte malattie in cui i ROS svolgono un ruolo patogenetico)
sono a maggior rischio di sviluppare effetti gravi. | danni sono dovuti anche a molti

altri meccanismi, in parte legati all'azione patogena delle stesse proteine spike, come

vedremo.

In casi gravi, la lesione endoteliale, la coagulopatia e la trombosi polmonare causano
ipossia, anomalie della catena mitocondriale, disfunzione mitocondriale, stress
ossidativo, danni al DNA [146, 147]. Un altro meccanismo che collega la sindrome
inflammatoria sistemica e lo stress ossidativo & l'iperferritinemia, che spesso
caratterizza COVID-19 [148, 149]. |l ferro, infatti, & capace di catalizzare reazioni di
trasferimento elettronico tra superossidi e perossidi, portando a specie chimicamente

piu reattive come il radicale idrossile.

La Figura 11 riassume le principali azioni del virus SARS-CoV-2 nei principali organi
colpiti e in tutto l'organismo. Una volta diffusosi, il virus causa lesioni d'organo, a partire
dal polmone e conseguenti difetti funzionali come ipossia dei tessuti, turbe della

coagulazione e stress ossidativo.

Se il sistema immunitario non & in grado di eliminare rapidamente l'infezione, la malattia
progredisce con fenomeni di citotossicita diretta e indiretta, finché si genera uno
squilibrio dei meccanismi inflammatori che da protettivi divengono controproducenti

e auto aggressivi. Eventuali comorbilita cardiovascolari e metaboliche, nonché

il coinvolgimento dell'intestino, complicano il decorso clinico che puo divenire

estremamente grave.
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Figura 11. Diagramma dei principali effetti sistemici di COVID-19. Gli asterischi mostrano i possibili punti
di funzionamento dei flavonoidi, discussi nel testo. ARDS: sindrome da distress respiratorio acuto.

In Figura 11, con gli asterischi sono indicati i possibili interventi di esperidina e

quercetina, sulla base del razionale sin qui discusso e delle conoscenze acquisite in altre

tipologie di disordini sistemici e metabolici. Vi sono inoltre parecchi studi di laboratorio
e su animali da esperimento che documentano i meccanismi d'azione dei due flavonoidi

qui considerati sui livelli sistemici delle malattie virali.

Innanzitutto si consideri I'effetto positivo dell’aumento di resistenze antiossidanti negli
organi bersaglio del COVID-19, determina