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INTRODUZIONE

L'infezione da virus dell'epatite C (HCV) & un problema di salute pubblica che colpisce circa 185 milioni di
persone nel mondo, rappresentando quasi il 3% della popolazione. Nel nostro Paese, si stima che i pazienti
portatori cronici del virus HCV siano oltre un milione, di cui 330.000 con cirrosi. L’Italia ha il triste primato in
Europa per numero di soggetti HCV positivi e mortalita per tumore primitivo del fegato [1].
Nella malattia cronica da HCV l'obiettivo della terapia & I'eradicazione dell’infezione cosi da evitare la
progressione dell’epatite cronica in cirrosi e prevenire le complicanze della cirrosi epatica come il carcinoma
epatocellulare dopo 10-30 anni dall'infezione [1-2]. Non esiste un vaccino efficace per la prevenzione
dell'infezione da HCV, tuttavia sono disponibili numerosi farmaci per il trattamento dell'infezione.
La disponibilita di antivirali ad azione diretta (DAAs) ha migliorato drasticamente le opzioni terapeutiche,
tuttavia, i costi elevati e il potenziale sviluppo della resistenza confermano la necessita di sviluppare nuovi
antivirali piu efficienti o una combinazione di terapie capaci di agire su diverse fasi del ciclo vitale virale. Negli
ultimi decenni, sono stati condotti studi approfonditi su un’ampia varieta di composti naturali [3, 4]; tali
farmaci caratterizzati da elevata diversita chimica [5] possono fornire un approccio alternativo al trattamento

convenzionale.

CICLO DI REPLICAZIONE DELL'HCV

L'HCV & un virus del genere Hepacivirus della famiglia Flaviviridae [6]. Il suo RNA genomico a filamento singolo
con polarita positiva € lungo all'incirca 9.600 nucleotidi [7, 8]. Il virus & dotato di un pericapside a
composizione prevalentemente lipidica e di un capside icosaedrico contenente una molecola di RNA.
La penetrazione del virus all'interno della cellula puo avvenire per endocitosi o per fusione. Il virus, una volta
all'interno della cellula, si libera della capsula proteica e libera il materiale genetico grazie agli
enzimi lisosomiali. Dopo la spoliazione si verifica la replicazione del genoma e la sintesi delle proteine
funzionali e strutturali. Le ultime fasi della replicazione consistono nell'assemblaggio, maturazione e

liberazione dei nuovi virioni, essi una volta liberi, potranno infettare le cellule vicine, diffondendo I'infezione.


https://it.wikipedia.org/wiki/Endocitosi
https://it.wikipedia.org/wiki/Lisosoma
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COMPOSTI DI ORIGINE NATURALE CON PROPRIETA ANTI-HCV

La conoscenza approfondita del ciclo vitale e lo sviluppo di modelli di replicazione di HCV in vitro hanno
portato alla scoperta di tre momenti chiave nel ciclo vitale del virus, punti aggredibili per arrestare la

replicazione virale.

Il primo evento necessario perché si realizzi I'infezione €& il contatto tra virus e cellula; successivamente, un
legame specifico tra le glicoproteine di superficie e i recettori cellulari consente I'ingresso del virus mediante
endocitosi mediata da recettore. L’attacco del virus alla cellula ospite & un interessante punto d'intervento
per prevenire |'accesso del virione in cellule non infette. Tale processo multistep puo essere inibito da piccole

molecole, compresi i composti di origine naturale che hanno dimostrato di abrogare l'infettivita da HCV.

Un'inibizione efficace delle prime fasi del ciclo di vita del virus € mediata dalle lecitine griffithsin (GRFT,
griffithsia sp.) e dalla proteina scitovirina (SVN, Scytonema varium); esse hanno caratteristiche strutturali
uniche e sono in grado di legarsi a piu porzioni glucidiche [9-13] presenti sulle glicoproteine dell'involucro (E1
e E2) di un certo numero di virus, bloccando l'ingresso nelle cellule bersaglio (SVN ECso 17 nM, GRFT ECso 0.4

nM; CC50 =34 mM)

Le GRFT hanno dimostrato, in studi condotti su modello murino immunodeficiente con grave infezione da
HCV, di agire su un attivatore dell'u-plasminogeno, urochinasi appartenente alla classe delle idrolasi,
determinando una riduzione dei livelli di HCV. Inoltre, 'azione delle GRFT & stata testata su un modello di
topo transgenico, alla dose di 20 mg/kg/die per 18 giorni e anche in questo caso & stata osservata una
riduzione dei livelli di HCV nel siero. Un recente studio ha valutato le proprieta anti-HCV dell’acido gallico
(GA), estratto di Limonium sinense (LS-UW), presente allo stato libero in alcune piante (radici del melograno,
foglie del teé, ecc.). GA & in grado di inibire le prime fasi di azione di HCV, ovvero l'attaccamento e
I'ingresso/fusione del virus nella cellula ospite, senza compromettere la replicazione virale, la traduzione e la
propagazione da cellula a cellula [12] (ECso = 24,31 £ 6,90 uM; CCso = 346,59 + 27,44 uM). L’acido gallico
agisce anche inattivando specificamente virioni liberi e bloccando il legame del virus alla superficie della
cellula ospite. Inoltre, l'interazione tra LS-UW e GA potrebbe causare effetti sinergici tali da aumentare

|'efficacia anti-HCV.

Il secondo evento necessario perché si realizzi I'infezione & la replicazione del virus. L’enzima chiave della
replicazione € I’'RNA-polimerasi-RNA dipendente virus-specifica, che avvia la sintesi di un filamento di RNA
antigenomico, utilizzando come stampo il genoma virale. La successiva produzione delle nuove particelle
virali viene attivata dall’interazione dei monomeri di proteina core con i genomi neosintetizzati e porta alla
formazione dei nucleocapsidi. Le particelle virali di nuova sintesi acquisiscono I'involucro esterno dal reticolo

endoplasmatico della cellula ospite, dove vengono inserite le glicoproteine E1 ed E2. |l virione esce poi dalla
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cellula per esocitosi. L'inibizione della replicazione dell'HCV attraverso il blocco della sintesi di genomi virali

€ una strategia promettente per lo sviluppo di nuovi antivirali.

La plumbagina (5-idrossi-2-metil-1,4-naftochinone) naftochinone presente principalmente nelle radici di
Plumbago indica L., pianta appartenente alla famiglia delle plumbaginaceae, ha diverse attivita biologiche
tra cui azione antitumorale [14], antinfiammatoria, antimicrobica [15] e antivirale. Nello studio condotto da
Hassan et al. (2016) é stato valutato I'effetto dose-dipendente della plumbagina sul ciclo di vita dell'HCV
attraverso test in vitro su linee cellulari Huh-7.5 infette HCV FL-J6/JFH/JC1 [ICso di 0,57 puM/L] [16]. La
plumbagina € in grado di aumentare I'espressione della proteina cellulare hA3G (fattore di restrizione della
cellula ospite capace di limitare la replicazione del virus dell'epatite C) e diminuire I'espressione della proteina

non strutturale NS3 (elicasi) in modo dose-dipendente [17]

Lo xantumolo (XN), molecola polifenolica della famiglia dei flavonoidi prenilati presente nell’inflorescenza
femminile della pianta del luppolo Humulus lupulus L. (Cannabaceae) [18, 19] possiede diverse proprieta
biologiche tra cui attivita antitumorale [20], antinflammatoria [21, 22] e antivirale [23-24]. Nello studio
condotto da Lou et al. (2013) I'utilizzo di XN, in cellule Huh7.5 infette, alle concentrazioni di 7,05 0 14,11 uM
inibisce la replicazione dell'HCV in vitro alla stessa maniera dell'lFN-a 2b [25]. La modalita di azione di XN
sull'infezione da HCV sembra sia I'inibizione dell’espressione della sintesi dei trigliceridi influenzando I'azione
di diaciglicerolo aciltransferasi-1 (DGAT1), che svolge un ruolo fondamentale per il reclutamento della
proteina core dell'HCV nelle goccioline lipidiche e regola quindi I'assemblaggio virale, alterando I'attivita della

proteina di trasferimento dei trigliceridi microsomali (MTP) [26-27].

L'apigenina, flavonoide naturale presente in varie specie di frutta e verdura (es. prezzemolo, cipolla, sedano,
te, pompelmo) & nota per essere un composto bioattivo, con proprieta antinfiammatorie, antiossidanti,
antiangiogeniche, antiallergiche, antigenotossiche e anticancerose [28, 29, 30]. L'apigenina diminuisce i livelli
di MicroRNA122 (miR122) maturi [31] attraverso linibizione della fosforilazione di TRBP; il miR122,
abbondantemente espresso nel fegato ed essenziale per la stabilita e la propagazione dell'RNA dell’HCV,

regola positivamente la replicazione dell'HCV attraverso il legame al 5'-UTR del genoma dell'HCV [32, 33].

Anche l'assunzione di caffe [34-35] e associata a tassi pil bassi di progressione della malattia epatica in
pazienti con infezione cronica da HCV [36]. La caffeina agisce direttamente ed & in grado di ritardare la fibrosi,
migliorare la funzione dei percorsi cellulari epatici e interferire con il ciclo di replicazione dell'HCV. Modi et
al. (2010) [53], nello studio caso-controllo condotto su 170 pazienti (99 maschi, 104 di razza bianca, 121 con
infezione da virus dell’epatite C cronica [HCV]), hanno osservato come il consumo di caffeina (circa 300
mg/die equivalenti alla caffeina presente in 2,25 tazze di caffe) sia associato a riduzione della fibrosi epatica

e danno epatico [53].
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Gli effetti della caffeina sulla replicazione dell'HCV sono stati valutati nel 2015 da Batista et al. (2015)
attraverso studi condotti in vitro sulla linea cellulare Huh-7.5 infetta con HCV J6/JFH1 [37]. La caffeina inibisce
efficientemente la replicazione dell'HCV [ICso= 0,726 mM], in modo dose-dipendente, senza indurre apoptosi
cellulare. Nello studio e stata anche valutata l'induzione dell'autofagia, ma non & stata trovata alcuna

differenza significativa a parte una percentuale piu elevata di cellule in uno stato autofagico.

La quercetina, flavonoide estratto da Embelia Ribes & presente in numerose specie vegetali tra cui:
ippocastano, calendula, biancospino, camomilla, iperico e Ginkgo biloba [38]. E considerato un inibitore
naturale di vari enzimi intracellulari come: tirosin-chinasi (TK); proteine chinasi (PKCs), 5-lipossigenasi,
fosfolipasi A2 e ornitina decarbossilasi (ODC). La quercetina € in grado di inibire la replicazione dell'HCV,
come dimostrato per la prima volta nel 2009 da Gonzalez et al. (2009), attraverso l'inibizione dell'espressione
di HSP e la riduzione della sintesi delle proteine NS5A. Gli autori dello studio hanno identificato l'interazione
tra HCV, NS5A e le proteine cellulari da shock termico (HSP) HSP40 e HSP70 che si pensa abbiano un ruolo
nel ciclo di vita dell'HCV [39]. Nel 2012, Bachmetov et al. hanno identificato la quercetina come sostanza
attiva responsabile dell'inibizione dell'attivita della proteasi NS3 [40], in modo specifico dose-dipendente in
un saggio di catalisi in vitro. Analizzando tutti i dati disponibili, I'elevata efficienza di inibizione della
produzione di virus, fino al 70%, potrebbe essere attribuita ad un reciproco effetto inibitorio della quercetina
sia sulla proteina NS3 che NS5A. Oltre a questi meccanismi inibitori descritti, Pisonero-Vaquero et al. hanno
studiato nel 2014 I'azione della quercetina sullo stress ossidativo/nitrosativo (ROS/SNS) e sulla modulazione
del metabolismo lipidico con conseguente inibizione della replicazione dell'HCV [41]. La quercetina
diminuisce la generazione di ROS/RNS indotta dall'HCV (fino al 35%, 5 uM) e la lipoperossidazione (fino al
30%, 5 uM) in cellule infette. Il trattamento con quercetina infine, riduce significativamente I'accumulo di
lipidi intracellulari in modo dose-dipendente e inibisce I'accumulo di lipidi indotto dal recettore X del fegato
(LXR). L'inattivazione della via del fosfatidilinositolo 3-chinasi (P13K) / AKT & il meccanismo coinvolto nella

modulazione della lipogenesi LXRa e contribuisce all'inibizione della replicazione virale.

Il terzo evento necessario perché si realizzi I'infezione & I'assemblaggio e il rilascio del nuovo virione. Le
particelle virali di nuova sintesi acquisiscono I'involucro esterno dal reticolo endoplasmatico della cellula
ospite, dove vengono inserite le glicoproteine E1 ed E2; il passaggio nell’apparato di Golgi consente la
maturazione finale della particella virale con la glicosilazione di E1 e E2. Il virione esce poi dalla cellula per

esocitosi.

Tra i composti di origine naturale che inibiscono le ultime fasi del ciclo di vita del’lHCV la naringenina,
flavanone abbondante negli agrumi con proprieta antiossidanti, antinfiammatorie, anti-cancerogene, capace
di ridurre i livelli di colesterolo sia in vitro che in vivo ha dimostrato elevata efficacia antivirale [42-43].

L’effetto inibitorio dose-dipendente di naringenina sul rilascio di HCV & stato analizzato nello studio in vitro
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condotto nel 2008 da Nahmias et al. [27]. La linea cellulare Huh-7.5.1 di epatocarcinoma umano,
particolarmente permissiva al virus dell’HCV, ¢ stata trattata con il flavanone per 24 ore e ha dimostrato di
inibire I'assemblaggio delle particelle di HCV intracellulari [45] attraverso |'attivazione di PPARa. Il PPARa,
espresso nel fegato, & un fattore di trascrizione associato al metabolismo lipidico, correlato alla riduzione
della lipogenesi e alla secrezione di VLDL [46], meccanismi estremamente correlati all'infettivita da HCV a
causa dell'effetto sull'assemblaggio virale. Trattando la linea cellulare Huh7.5.1 infetta (virus JFH1) con
naringenina 200 uM o con agonista PPARa classico (WY14643) alla concentrazione 10 uM, é stato analizzato
come la naringenina o il WY14643 causino un'inibizione della secrezione dell'HCV RNA e non influenzino i
livelli intracellulari di HCV RNA. La naringenina & stata anche co-incubata con WY14643 dimostrando il

possibile effetto della naringenina nell'attivazione di PPARa.

AGENTI ANTIVIRALI AD AMPIO SPETTRO

La silimarina estratta dal Silybum marianum (cardo mariano) & una miscela di flavolignani che da anni viene
utilizzata nel trattamento di un gran numero di disturbi epatici, comprese la cirrosi, la steatosi alcolica,
I'intossicazione epatica o I'epatite virale. Il complesso di flavonolignani, negli studi condotti in vitro, € in grado
di inibire l'ingresso del virus, I'espressione di RNA e proteine, la produzione di virus e la diffusione del virus
da cellula a cellula [47] oltre avere effetto epatoprotettivo sulle cellule trattate [48]. Nel 2007, Polyak et al.,
hanno analizzato il meccanismo d’azione della silimarina che potrebbe essere l'inibizione dell'attivita della
polimerasi NS5B [49]. Blaising et al. [2013] hanno successivamente testato i singoli composti purificati ed
estratti di silimarina ovvero silibina A, isosilibina A, silibina B, isosilibina B, silibinina, silicristina, taxifolina,
isosilcristina e silidianina dimostrando che la silibinina ¢ il principale inibitore della fusione dell'HCV [50].
Attraverso studi di imaging di cellule viventi in microscopia confocale tridimensionale, gli autori hanno
osservato il traffico intracellulare di HCV nelle cellule ospiti e hanno notato che la silibinina blocca il traffico
endosomico nella linea cellulare Huh-7.5. L'ingresso dell'HCV in cellule ospiti & un processo complesso che
implica la presenza dei recettori CD81, OCLN, CLDN1 e SRB1 ed ¢ associato al recettore clatrina capace di
mediare I'endocitosi [49, 51]. La silibinina inibisce l'ingresso di HCV negli epatociti umani ostacolando

I'endocitosi mediata da clatrina e di conseguenza l'ingresso virale [52].
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PROSPETTIVE FUTURE

Negli ultimi anni, i trattamenti standard contro I'epatite C hanno mostrato diversi miglioramenti ma ad oggi
molti problemi rimangono irrisolti, come la difficolta di raggiungere una risposta ottimale nella totalita dei
pazienti trattati e la possibilita di fallimenti terapeutici conseguenti a, o tali da indurre, I'insorgenza di
resistenze. | prodotti naturali rappresentano una buona alternativa per lo sviluppo di nuovi farmaci nel
trattamento dell'HCV. La maggior parte dei composti derivati dalle piante citati in questo studio ha mostrato
risultati promettenti nell'analisi in vitro (Tabella 1). Tuttavia, sono necessarie ulteriori studi per confermare

|'effetto dei composti in vivo.

TABELLA 1. COMPOSTI DI ORIGINE NATURALE, CON ATTIVITA ANTIVIRALE, TESTATI IN VITRO

STEP DI
COMPOSTO | PIANTA INIBIZIONE GENOTIPO ECso CCso BIBLIOGRAFIA
HCV
VIRALE
Griffithsin | Crthsia | Ingressodel |, ) 0,4nM 33,6 nM [11]
sp. virus
Scitovirina Scyto.nema Ingre.sso del 1b, 2a 17 nM 23.8 uM [10]
varium virus
Acido Limonium | Ingresso del ’s 24.31£6.90 | 346.59 £ 27.43
gallico sinense virus UM MM -
PI
Plumbagina lumbago Replicazione 2a 0.57 uM 30.65£1.25 (16]
indica L. M/L
Xantumolo | Humuls L. | Replicazione 2a _ _ [25]
Apigenina Flavone Replicazione 2a _ _ [31]
Caffeina Alcaloide | Replicazione 2a 0.726 mM _ [37]
Quercitina Embella Replicazione | 1a,2a, 1b _ _ [40-41]
Ribes
Narigenina | Flavanone Rilascio/ . 2a _ _ [27]
assemblaggio
. Ingresso e
Silimarina S|Iy'bum replicazione 2a, 1a, 1b, 5uM _ [48-49-53]
marianum . 3a
del virus
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