PROPRIETA ANTIVIRALI
DEL MIRTILLO ROSSO AMERIC/

(Vaccinium macrocarpon Aiton)
contro Herpes simplex e Influenza (HIN1)

Il cranberry, piccolo frutto di origine americana, presenta un profilo fitochimico differente da quel-
lo del parente europeo Vaccinium vitis-idea, essendo caratterizsato da un alto contenuto di pro-
antocianidine, sostange in grado di bloccare Uadesione dei batteri alle cellule, impedendone cosi
l'ingresso e il progredire dell’infesione. Questa proprieta, caratteristica peculiare del cranberry,
si rivela un’ottima strategia anche nei confronti dei virus, in particolare I’'Herpes simplex e quelli
dell’influensza.
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(Vaccinium macrocarpon Ai-

ton, famiglia Ericaceae), e in
particolare il suo succo, sono si-
curamente una delle preparazio-
ni botaniche pitt note per il trat-
tamento e la prevenzione delle
infezioni urinarie (Maffei, 2016).
Tuttavia gli estratti di mirtillo
rosso americano sono anche noti
per le loro proprieta antivirali.
Considerando I'incidenza globale
significativa, la morbilita e il tasso
di mortalita delle infezioni virali,
lo sviluppo di nuovi e sicuri pro-
dotti con attivita antivirale ¢ di
alta priorita (Obiero et al., 2012).
Pertanto, gli inibitori di adesione/
ingresso cellulare che bloccano la
diffusione e la trasmissione del vi-
rus attraverso un contatto perso-
nale ravvicinato possono fornire
un metodo realistico di interven-
to microbicida. Inoltre, data la
capacita di molti virus di stabilire
la latenza e di riattivarsi frequen-
temente, risulta importante che
per impedire la loro trasmissione
il microbicida ideale deve impe-
dire l'insorgenza di infezioni. Da
questo punto di vista, gli estratti
naturali che impediscono I'attac-
co dei virus alle cellule bersaglio
possono essere pitt vantaggiosi.
Inoltre, diversi polianioni e den-
drimeri caricati negativamente
che, negli ultimi anni, sono stati
selezionati per lo sviluppo come
candidati microbicidi, a causa
della loro capacita di bloccare
I’adesione virale e I'ingresso nel-
le cellule bersaglio, testimoniano
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I'idoneita di questa strategia per
contrastare le infezioni virali (Lu-
ganini et al., 2010; 2011).

Virus influenzali ¢ Herpes
I virus dell'influenza di tipo A e
di tipo B (IAV, IBV) sono patoge-
ni principali diffusi tra le popola-
zioni umane e sono responsabili
di epidemie stagionali e pande-
mie (Paules e Subbarao, 2017).
Attualmente, i vaccini stagionali
rappresentano la misura piu effi-
cace per prevenire e controllare
le infezioni da IV (Houser e Sub-
barao, 2015). Tuttavia, la profilas-
si e il trattamento delle infezioni
da IV possono anche beneficiare
di due classi di farmaci autorizza-
ti: inibitori della matrice proteica
e inibitori della neuraminidasi
(Ison, 2015). Gli inibitori della
matrice proteica, come amanta-
dina e rimantadina, inibiscono il
rivestimento virale degli endoso-
mi interferendo con Iacidifica-
zione mediata dal canale ionico
M2 (Hay, 1992). Questi farmaci
sono efficaci solo contro I'TAV e
il loro uso ¢ limitato dalla bassa
efficacia, dagli effetti collaterali e
dall’emergere di ceppi resistenti
(Suzuki et al., 2003). Gli inibi-
tori della neuraminidasi (NAI),
come l'oseltamivir e lo zanamivir,
inibiscono il rilascio di progenie
virale dalle cellule infette e rap-
presentano attualmente la terapia
di prima linea contro le infezioni
influenzali (Ison, 2015). Nono-
stante l'efficacia di questi farmaci
antivirali nei confronti sia di IAV
che di IBV, il numero di virus in
circolazione resistenti alla NAI ¢
notevolmente aumentato negli
ultimi anni (McKimm-Breschkin,

2013). Piut recentemente, due
nuove NAI sono state approvate
per il trattamento dell’influenza
- peramivir e laninamivir otta-
noato - che sono state proposte
come terapia combinata per pre-
venire la comparsa di resistenza
(Alame et al., 2016). Tuttavia,
diversi ceppi che sono resistenti a
entrambe queste nuove NAI sono
gia stati isolati (Takashita et al.,
2016). Alla luce di questi fatti,
il controllo delle infezioni da IV
presenta ancora sfide importanti
e quindi vi & un’urgente necessita
di sviluppare composti anti-IV al-
ternativi che siano efficaci contro
virus antigenicamente diversi e
caratterizzati da nuovi meccani-
smi di azione (Van de Wakker et
al., 2017).

Molecole naturali

come antivirali

Molte sostanze fitochimiche come
i fenoli, i polifenoli, i terpeni e i
flavonoidi di molte specie vegeta-
li esercitano attivita antivirali. In
particolare, & stato scoperto che
i polifenoli interferiscono con le
prime fasi del ciclo replicativo
del virus Herpes simplex (HSV)
e/o direttamente con le particelle
virali. Dati sperimentali indicano
che estratti di Rumex acetosa e
Myrothamnus flabellifolia ar-
ricchiti di polifenoli esercitano
attivita antivirale contro HSV-1
attraverso I'inibizione della capa-
cita del virus di aggredire le cellu-
le bersaglio. Leffetto anti-adesivo
dell’estratto di R. acetosa € prin-
cipalmente dovuto alla presenza
di proantocianidine con legame
di tipo B (PAC-B), epicatechi-
na-3-0-gallato-(4p->8)-epicatechi-
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Figura X. Attivita
antivirale dell’e-
stratto di mirtillo
rosso americano
sulla replicazione
HSV-1 e HSV-2 in
monostrati di cel-
lule Vero trattate
con concentra-
Zzioni crescenti

di estratto 1 ora
prima e durante
I’adsorbimento
del virus. (Da
Terlizzi et al.,
2016)

na-3-O-gallato, dimostrando cosi
un’associazione tra la perdita di
infettivita di HSV-1 e le alterazio-
ni della glicoproteina dell’invo-
lucro, coerenti con l'interazione
delle PAC di tipo B con la super-
ficie del virione (Gescher et al.,
2011). Si & quindi concluso che
il dimero PAC-B derivato da R.
acetosa blocca I'adsorbimento di
HSV-1 interagendo direttamente
con le particelle virali e causan-
do alterazioni delle glicoproteine
dell'involucro, come gD, che me-
diano il legame delle particelle vi-
rali ai recettori cellulari.
Polifenoli, flavonoidi, glucosidi e
alcaloidi estratti da diverse pian-
te e frutti hanno anche mostrato
attivita anti-IV (Bahramsoltani et
al., 2016).

Tra gli estratti di piante contenen-
ti polifenoli, quelli ricchi di pro-
antocianidine di tipo A (PACs-A)
ottenuti dal mirtillo rosso ame-
ricano esercitano attivita anti-
microbiche sulla base della loro
riconosciuta attivita antiadesiva
(Krueger et al., 2013).

Pertanto, gli estratti di mirtillo
rosso americano possono anche
rappresentare una fonte di poten-
ziali composti per impedire I'ade-
sione virale sulle cellule bersaglio.
In effetti, le attivitd antivirali
degli estratti di mirtillo sono ef-
ficaci contro Reovirus (Lipson et
al., 2007), Enterovirus (Su et al.,

2010), e persino contro IV (Seki-
zawa et al., 2013).

Tuttavia, la mancanza di studi
meccanicistici e la standardizza-
zione dei processi produttivi per
mantenere concentrazioni com-
parabili di componenti bioatti-
vi, hanno limitato lo sviluppo di
prodotti a base di mirtillo rosso
americano come antivirali contro
le infezioni da IV.

Recentemente, si ¢ dimostrato
che il nuovo estratto di mirtil-
lo rosso americano Oximacro®,
che ¢ caratterizzato da un eleva-
to contenuto di PAC di tipo A, ¢&
efficace nella prevenzione delle
infezioni del tratto urinario (Oc-
chipinti et al., 2016). Studi re-
centi hanno anche dimostrato
Iefficacia di questo estratto come
potente antivirale naturale.

Il mirtillo rosso
americano agisce

da potente antivirale
contro Herpes virus
Lestratto di mirtillo rosso ameri-
cano agisce come agente anti-in-
fluenzale ad azione diretta. La sua
attivita antivirale ¢ stata valutata
in vitro sulla replicazione di HSV-
1 e HSV-2 (Terlizzi et al., 2016).
Il pretrattamento di cellule Vero
con l'estratto 1 h prima dell’infe-
zione ha prodotto una significati-
va inibizione concentrazione-di-
pendente dei due isolati clinici di
HSV-1 e HSV-2 (vedi Figura X).
L’analisi della modalita d’azione
ha rivelato che I'estratto di mir-
tillo rosso americano impedisce
I’adesione di HSV-1 e HSV-2 alle
cellule bersaglio. Cellule Vero pre-
congelate sono state trattate con

HSV-1

100 100 -
% B0 80
E
= 60 60 7
E
£ 40- 40
g .
g 20 20
E ik

0- 0-

HSV-2

W vio Treatment

[ Heparin

B Oximacro® 25ugiml
Bl oximacro® 12 5ugimi

[ oximacro® 6.25ug/mi

Figura Y. L'estratto di mirtillo rosso americano impedisce I’attacco HSV e inibisce I’adsorbimento di

HSV alle cellule bersaglio. (Da Terlizzi et al., 2016).
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varie concentrazioni di estratto,
o eparina a 4 °C per 30 min e poi
I'infezione ¢ stata effettuata con
HSV-1 oppure HSV-2 preraffred-
dati a una MOI di 0,002 per 3 ore
a 4 °C in presenza di composti
come indicato nella Figura Y. L'e-
stratto compromette I’adesione
di HSV in modo concentrazio-
ne-dipendente e in misura simile
a quella osservata nella resa dei
virus.

Per valutare se sia ’estratto totale
di mirtillo rosso americano o se
invece siano solo le PAC-A a eser-
citare l'attivita biologica sul virus
Herpes ¢ stata analizzata I’attivita
anti-HSV delle frazioni purifica-



te dall’estratto. Gli studi hanno
rivelato che solo le frazioni cor-
rispondenti a dimeri e trimeri di
PAC-A sono responsabili dell’at-
tivita inibitoria. Ulteriori studi
meccanicistici hanno conferma-
to che l'estratto di mirtillo rosso
americano e le sue PAC-A hanno
come target le glicoproteine gD e
¢B dell’involucro virale, con con-
seguente perdita dell'infettivita
delle particelle di HSV. Inoltre,
I’estratto ha mantenuto completa-
mente la sua attivita anti-HSV an-
che a pH acidi (3.0 e 4.0) e in pre-
senza di proteine del siero umano
al 10%; condizioni che imitano le
proprieta fisiologiche della vagina,
un potenziale target terapeutico
dell’estratto. Presi insieme, que-
sti risultati indicano che questo
estratto di mirtillo rosso ameri-
cano ¢ un candidato attraente per
lo sviluppo di nuovi microbicidi di
origine naturale per la prevenzio-
ne delle infezioni da HSV.

La rappresentazione schematica
mostrata nella Figura Z mostra
I'interazione tra le PAC di tipo A
presenti nell’estratto di mirtillo
rosso americano e le glicoprotei-
ne dell’involucro esterno del virus
HSV. Oximacro® lega I'’ectodomi-
nio delle glicoproteine di HSV (gD
e ¢B) in modo dipendente sia dal-
la concentrazione che dal tempo,
inibendo quindi le loro funzioni
di adesione e ingresso virus nelle
cellule. Tuttavia, allo stato attua-
le, non & ancora chiaro se le in-
terazioni tra le PAC di tipo A e le
glicoproteine che rivestono HSV
provochino alterazioni dei domini
di proteine specifiche, o se le PAC
di tipo A “avvolgano” semplice-
mente le glicoproteine (come mo-
strato nella Figura Y), impedendo
di fatto I'accesso ai loro normali
partner di legame sulle cellule
bersaglio

Le PAC-A del cranberry
sono potenti antivirali
contro Influenza A ¢ B
L'estratto di mirtillo rosso ameri-
cano oggetto dello studio inibisce
anche la replicazione dei virus

Glicoproteina gD ;
Glicoproteina gB

dellinfluenza A e B (IAV, IBV
ceppo HIN1) in vitro sempre a
causa del suo alto contenuto di
dimeri e trimeri di proantocia-
nidine di tipo A (PAC-A) (Luga-
nini et al., 2018). L'analisi della
modalita d’azione ha rivelato che
previene I'adsorbimento e I'in-
gresso di IAV e IBV nelle cellule
bersaglio ed esercita un’attivita
virucida. Lestratto interagisce
con 'ectodominio della glicopro-
teina di emoagglutinina (HA),
con la conseguente perdita di
infettivita delle particelle di IV.
La spettroscopia a fluorescenza
ha rivelato una riduzione del-
la fluorescenza intrinseca della
proteina HA dopo incubazione
con PAC-A dimerica purifica-
ta (PAC-A2), confermando cosi
un’interazione diretta tra HA e i
dimeri di PAC-A presenti nell’e-
stratto (Figura K).

Le simulazioni di ancoraggio in
silico hanno ulteriormente sup-
portato i risultati in vitro e indi-
cato che, trai diversi componenti
del profilo chimico dell’estratto
di mirtillo rosso americano, sono
esclusivamente le PAC-A2 che
mostrano la migliore propensio-
ne al legame con un’affinita infe-
riore a 10 nM (Figura W).

I1 ruolo delle PAC-A2 nell’attivi-
ta anti-IV & stato ulteriormente

Figura Z. Rappresen-
tazione schematica
dell’interazione tra le
PAC di tipo A presenti
nell’estratto di mirtillo
rosso americano e

le glicoproteine che
ricoprono l’involucro
esterno di HSV. (Da
Terlizzi et al., 2016)
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Figura K.
Interazione
fra le PAC-A
dell’estratto di
mirtillo rosso
americano e
I'emoaggluti-
nina presente
nell’involucro
esterno del
virus dell’in-
fluenza.
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& dovuta all'interferenea della PAC-A con |'emoagghaining

L mibizione d11 nfewivied del vinos dell'influenza

confermato dall’osservazione che
I’estratto di mirtillo rosso ameri-
cano ha impedito la replicazione
di TAV e IVB e causato la perdita
di infettivita delle particelle di IV,
indicando quindi nelle PAC-A2 il
suo principale componente atti-
vo. Considerati insieme, questi
risultati dimostrano che questo
estratto di Vaceinium macrocar-
pon & un candidato attraente per
lo sviluppo di nuovi antivirali di
origine naturale per la prevenzio-
ne delle infezioni da virus dell’in-
fluenza.

Conclusioni

Complessivamente, i meccanismi
di azione descritti per l'estratto
di cranberry oggetto dello studio
contro IV e HSV sostengono la
potenziale applicazione di estrat-
ti di mirtillo rosso americano a
elevato contenuto standardizzato
di PAC-A nella prevenzione delle
infezioni virali. E quindi possibi-
le prevedere che un’applicazione
locale di tali estratti nel tratto re-
spiratorio superiore consentireb-
be alle PAC-A attive di inattivare
il virus infettante dell’influenza,

prevenendo cosi il verificarsi di
un’infezione. Allo stesso modo,
applicazioni topiche o per os,
sfruttando la capacita delle PAC-A
del mirtillo rosso americano di
impedire I'attacco HSV-1 e HSV-
2, potrebbero essere utilizzate
per prevenire l'insorgenza di in-
fezioni da Herpes virus. Queste
proposte sono sostenute anche
dall’elevato profilo di sicurezza
che molte formulazioni di estratti
secchi di mirtillo rosso americano
hanno dimostrato nel loro uso dif-
fuso per prevenire le infezioni del
tratto urinario (UTI) (Blumberg
et al., 2013). Tuttavia, lo svilup-
po di estratti di Vaccinium ma-
crocarpon come aiuto antivirale
richiede la valutazione in modelli
in vivo di infezione acuta per de-
terminare se debba essere propo-
sto come un nuovo principio at-
tivo di agenti antivirali ad ampio
spettro di origine naturale idonei
a prevenire le infezioni sia da IV
che da Herpes virus.
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Figura W. Le PAC-A2 interagiscono con I’'emoagglutinina. (A) La struttura cristallina dell’emoag-
glutinina e P’analisi in silico ha rivelato che la PAC-A2 si lega prima nelle scanalature interne della
struttura della proteina (pannello sinistro) e successivamente alla superficie della struttura (pannello
destro). (B) Sito di legame a livello molecolare fra PAC-A2 e i residui amminoacidici che formano
legami di idrogeno con il ligando. (Da Luganini et al., 2018).
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