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SCARTI
DELL’INDUSTRIA
AGRUMARIA

Modulazione di canali ionici intracellulari indotta

da flavonoidi derivanti da scarti dell’industria agrumaria

I flavonoidi rappresentano il pitt ampio gruppo di metaboliti secondari presenti nelle piante e possiedo-
no molteplici proprieta biologiche, come quelle antiossidanti, antivirali, antinfiammatorie e antitumo-
rali. Gli agrumi sono ricchi di flavonoidi, che potrebbero essere facilmente estratti e quantificati par-
tendo da una matrice di scarti che vengono accumulati proprio in seguito ai processi di trasformasione
operati nei processi produttivi dell’industria agrumaria. E diventare cosi interessanti agenti terapeutici.
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’idea di questo lavoro na-
sce dal crescente interesse
verso la possibilita di riu-

tilizzare dei prodotti che normal-
mente vengono considerati come
degli scarti, come, invece, delle
vere e proprie risorse. Si parla,
per esempio, di reimpiego soste-
nibile degli scarti dell’industria
agrumaria.

La produzione di agrumi in Italia
¢ sicuramente una delle piu rile-
vanti a livello nazionale, ma la
sua importanza, soprattutto eco-
nomica, si estende anche a livello
europeo dove I'Italia si attesta ai
primi posti. Parte di questa ingen-
te quantitd di agrumi viene de-
stinata al consumo del prodotto
fresco, quindi tal quale, mentre
parte viene destinata alla produ-
zione di succhi.

Il problema ¢ che la produzione
industriale di succhi di agrumi
rilascia una grande quantita di
scarti di lavorazione solidi e liqui-
di, un residuo umido considere-
vole che rappresenta circa il 60%
dellintero quantitativo trattato e
che comunemente & definito “pa-
stazzo” d’agrumi (fig.1). Conside-
rando che in Italia la produzione
di succhi ¢ di circa 1.200.000 t/
annue, il residuo umido, quindi il
pastazzo, rilasciato annualmente
¢ all’incirca di 720.000 t/annue. Si
tratta di veri e propri scarti, costi-
tuiti da tutte le porzioni non edi-

bili degli agrumi e quindi assimi-
labili a dei veri e propri rifiuti, che
determinano per gli agricoltori e
per le industrie di trasformazione
degli importanti oneri fiscali per il
loro stoccaggio e smaltimento. Il
problema tende, pero, a risolver-
si con il D.Lgs. 69/2013, il cosid-
detto “Decreto del Fare”, in cui
il pastazzo viene definitivamente
sottratto alla categoria dei rifiuti
ed ¢, invece, assimilato al concet-
to di “sottoprodotto” della lavo-
razione degli agrumi, per cui puo
essere direttamente riutilizzato
per un ulteriore processo produt-
tivo e non deve essere pertanto
smaltito.

Risorsa bioattiva

Non ¢’¢ ancora la giusta attenzio-
ne verso un riutilizzo del pastazzo
nel settore dellindustria farma-
ceutica vista la sua ricchezza in
molecole biologicamente attive,
in particolare flavonoidi, il pit
ampio gruppo di metaboliti se-
condari delle piante.

In natura ne sono presenti cir-
ca 8.000 (Harborne & Williams
2000; Ververidis et al.,, 2007) e
sono molteplici le funzioni che
queste molecole possono svolge-
re come antiossidanti, antivirali,
antinfiammatori e anticancero-
geni (Picardo & Carrera, 2007;

Kim & Uyama, 2005). Proprio in
base alle loro risapute proprieta
antiossidanti e alla loro capacita
di chelare i metalli legati al sito
attivo dei metalloenzimi, i flavo-
noidi possono determinare una ri-
duzione della pigmentazione (So-
lano et al., 2006). Ecco perché un
certo numero di flavonoidi viene
utilizzato nelle preparazioni in-
dicate per lo schiarimento della
pelle, per esempio aloesina, deri-
vati dell’idrossistilbene ed estrat-
ti di liquirizia (Gillbro & Olsson,
2011).

Tuttavia, ci sono alcuni dubbi sul-
la concreta possibilita di impiega-
re i flavonoidi nei trattamenti di
schiarimento della pelle visto che
alcuni flavonoidi, come naringeni-
na o quercitina, agiscono esatta-
mente in modo opposto, aumen-
tando la melanogenesi. Pertanto,
i flavonoidi contenuti negli agru-
mi emergono come promettenti
agenti terapeutici. Essi, infatti,
potrebbero essere facilmente
estratti e quantificati per esempio
partendo da una matrice di scar-
ti, scarti che sono accumulati in
grandi quantita proprio in segui-
to ai processi di trasformazione
operati dall’industria agrumaria.
Flavanoni come naringenina (fig.
2) ed esperetina, pitt abbondanti
in pompelmi e arance rispettiva-

Fig. 1
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mente, e flavoni polimetossilati
come nobiletina e tangeretina,
presenti nei mandarini, sono mo-
lecole con una rilevante bioatti-
vita, che pero dipende sia dalla
loro stessa struttura sia da come
sono metabolizzate. Per esempio,
mentre nobiletina e tangeretina
sono facilmente assorbite attra-
verso lintestino - non presen-
tando alcun residuo zuccherino
- naringina ed esperidina, invece,
devono essere prima idrolizzate
nelle loro forme di agliconi attivi
(Bokkenheuser et al., 1987; Niel-
sen et al., 2006).

In particolare gli enzimi che, a
livello intestinale, sono responsa-
bili di queste reazioni di idrolisi
sono: a-L-ramnosidasi, eso-p-gluc-
osidasi, endo-B-glucosidasi e/o
B-glucuronosidasi prodotti dalla
microflora batterica intestinale;
naringina ed esperedina perdono
cosi le loro molecole zuccherine
(ramnosio e glucosio) e si trasfor-
mano nei loro corrispettivi aglico-
ni: naringenina ed esperetina. In
tal modo vengono assorbite € me-
tabolizzate (Manach et al., 2005;
Kim et al., 1998). E importante
capire, pero, a quanto ammonta
la quantita di flavonoidi che dopo
I'ingestione, per esempio di suc-
chi di agrumi, si trova realmente
disponibile nel plasma. Nell'uomo
dopo T'assunzione di 200 mg di
naringenina, ingerita tramite suc-
co di pompelmo, il livello plasma-
tico di tale flavonoide raggiunge
un valore di 6 pmol/L; il livello
nel plasma di esperitina, invece,
risulta essere inferiore, pari a 1,3
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- 2,2 pmol/LL dopo l'ingestione di
130 - 220 mg di esperetina come
succo d’arancia (Manach et al.,
2005; Erlund et al., 2001). Mol-
teplici studi scientifici sono stati
indirizzati verso la ricerca di una
associazione tra il consumo ali-
mentare di flavonoidi e la preven-
zione di comuni malattie umane.
E stato cosi dimostrato che diete
con un notevole apporto di flavo-
noidi prevengono patologie come
il cancro (Weng & Yen, 2012), il
diabete di tipo 2 (Wedick et al.,
2012), le malattie neurodege-
nerative (Hwang et al., 2012) e
I'osteoporosi (Hardcastle et al.,
2011; Hooper et al., 2008).

Un recente studio ha inoltre di-
mostrato che, in particolare,
lassunzione dei flavanoni degli
agrumi, per mezzo di un regola-
re consumo di arance e succo di
pompelmo, & correlata alla ridu-
zione del rischio di insorgenza
di ictus ischemici nelle donne, e
questo sottolinea Ilattivita car-
dioprotettiva di questi flavonoidi
(Cassidy et al., 2012).

Per valutare la reale efficacia di
queste molecole e le loro possibili
proprieta farmacologiche & neces-
sario, pero, lavorare con molecole
di sintesi purificate in modo tale
da avere una valutazione diret-
ta degli effetti senza incorrere in
problemi come: la reale abbon-
danza dei flavonoidi nelle fonti
cibarie, le reali quantita ingerite
e poi assorbite o 'effettiva biodi-
sponibilita dei singoli flavonoidi
(Assini et al., 2013).

Altri studi hanno, invece, cercato
di valutare lefficacia dei flavo-
noidi degli agrumi come agenti
ipolipemizzanti, cio¢ in grado di
ridurre il livello dei lipidi nell’'uo-
mo (Mulvihill & Huff, 2012). Si
tratta di una proprieta di notevo-
le importanza, considerando che
la dislipidemia ¢ un importante
fattore di rischio per I'ateroscle-
rosi. Da queste recenti ricerche &
emerso che ci sono diversi fattori

che influenzano l'efficacia dei fla-
vonoidi: il metabolita utilizzato,
la dose, la popolazione di pazienti
e la durata dello studio (Assini et
al., 2013).

In generale, i flavonoidi contenuti
in frutti del genere Citrus, pro-
prio per il loro potenziale antin-
fiammatorio, sembrano attenuare
lo stato di infiammazione cronica
associata alla malattie metaboli-
che. 1l consumo di succo d’aran-
cia rossa per sette giorni, infatti,
sembra ridurre il livello di cito-
chine circolanti (come CRP, IL-6
e TNFa) oltre a migliorare la fun-
zione endoteliale (Buscemi et al.,
2012).

Il ruolo di tali flavonoidi potreb-
be comprendere, inoltre, anche la
prevenzione dell'infiammazione,
legata a condizioni di obesita e
aterosclerosi: gatti resi obesi con
un’opportuna dieta e ai quali sono
state somministrate dosi aggiun-
tive di esperidina (0,05 %) o di
naringina (0,1%), mostrano una
significativa riduzione della quan-
tita circolante della glicoproteina
al, una proteina della fase acuta
dello stato di infiammazione sin-
tetizzata dal fegato (Leray et al.,
2011).

Ulteriore possibile funzione di
questi flavonoidi & I'attenuazio-
ne dei fenomeni di aterosclerosi
in modelli animali sperimentali.
Per esempio in topi LdIr" (privi
cioe¢ della proteina di membra-
na responsabile del legame delle
LDL) e sottoposti a una dieta ric-
ca in grassi, la somministrazione
di naringenina (3%) sopprime si-
gnificativamente la progressione
dell’aterosclerosi nel seno aortico
in condizioni di lesioni gia avan-
zate (Mulvihill et al., 2010). Inol-
tre, in topi Ldlr’” sottoposti a una
dieta con alto contenuto di grassi
e con l'aggiunta di nobiletina (0,3
%) si prevengono lesioni del seno
aortico di pitt del 70% (Mulvihill
et al., 2011). Per avere delle cer-
tezze rispetto alle reali prospet-
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tive terapeutiche di flavonoidi
come quelli contenuti negli agru-
mi ¢ importante determinare se
tale trattamento, in modelli ani-
mali con aterosclerosi prestabi-
lita, arresta la progressione della
patologia o semplicemente indu-
ce un rallentamento delle lesioni
indotte dalla stessa (Assini et al.,
2013).

Impieghi farmacologici
della naringenina

Tra tutti i flavonoidi degli agrumi,
la naringenina ¢ la sostanza che
attira maggiore attenzione. Que-
sto flavonoide nelle piante & coin-
volto in diversi meccanismi, come
la resistenza ad attacchi fungini
(Padmavati et al., 1997), la cre-
scita delle radici laterali (Webster

et al., 1998) e la biosintesi della
lignina (Deng et al., 2004).

Per I'nvomo la naringenina risulta
importante per le sue molteplici
applicazioni in campo medico e
farmacologico. Tuttavia, sebbene
siano molteplici gli studi scientifi-
ci che associano alla naringenina
le pit1 svariate proprieta curative,
risultano invece ancora carenti
gli studi volti alla messa a punto
di opportune tecniche di utilizzo
di tale composto in relazione alle
sue possibili applicazioni medici-
nali.

Per esempio, il calcone carbos-
simetil(CM)-naringenina, un de-
rivato della naringenina, ¢ stato
sviluppato da una importante
azienda cosmetica per sfruttare
meglio le caratteristiche antin-
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fiammatorie e anti-allergiche gia
note, in letteratura, di naringeni-
na contro la ‘rosacea’.

Si tratta di una malattia cronica
che provoca delle infiammazioni
sulla pelle, in particolare si assi-
ste al manifestarsi di diffusi ros-
sori principalmente su guance,
naso, mento o fronte; rossori che
con il tempo tendono a persistere
rendendo visibili anche i vasi san-
guigni.

Non trattata, questa patologia puo
sfociare in una condizione defini-
ta ‘rinofima’ sviluppando eviden-
ti asperita sulla pelle e sul naso,
in particolare, con la presenza di
tessuto in eccesso.

Non esiste ancora una cura real-
mente efficace, anche perché ri-
sulta ancora sconosciuta la causa
di tale patologia; quindi ci si limita
allo studio di farmaci che possano
almeno controllare o invertire i
suoi sintomi (www.rosacea.org).
La CM-naringenina ¢ una mole-
cola che mostra una maggiore
stabilita e solubilita in acqua; uno
studio in vitro ha evidenziato che
tale molecola contribuisce a dimi-
nuire il rilascio della catelicidina
LL-37, la cui sovrapproduzione
nei cheratinociti sembra giocare
un ruolo importante nello svilup-
po di questo disturbo cutaneo. Un
campione di donne caucasiche,
che presentavano una leggera ro-
sacea, ¢ stato sottoposto per 56
giorni a un trattamento a base
di CM-naringenina, manifestan-
do una riduzione misurabile del
flusso sanguigno a carico dei ca-
pillari e quindi una visibile dimi-
nuzione del rossore. Lo studio ha
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dimostrato come questa molecola
abbia un chiaro potenziale come
principio attivo di farmaci per il
trattamento di pelli irritate, come
quelle colpite da rosacea (www.
in-cosmetics.com). La naringeni-
na, come riportato precedente-
mente, ¢ in grado di aumentare la
melanogenesi, uno dei parametri
pitt importanti del differenzia-
mento di melanociti e cellule del
melanoma (Hearing & Jimenez,
1989), come dimostrano stu-
di condotti sulla melanogenesi
di cellule di melanoma murino
B16, un modello per lo studio del
melanoma umano: la narigenina
aumentava notevolmente sia il
contenuto di melanina sia 'attivi-
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ta della tirosinasi, un enzima che
catalizza la trasformazione ossi-
dativa della tiroxina nel processo
di formazione delle melanine. In
tale studio sperimentale, la narin-
genina era sciolta in DMSO e ag-
giunta alle colture cellulari a una
concentrazione finale dello 0,1%
v/v. I livelli di melanina aumen-
tavano in modo dose-dipendente,
fino ad un livello massimo di 100
pM di naringenina. I livelli di tiro-
sinasi, invece, aumentavano con
I'aumentare del tempo di incuba-
zione, specialmente dopo un trat-
tamento a 48 ore (Ohguchi et al.,
2006). La naringenina, inoltre,
sembra inibire I'’enzima ialuro-
nidasi, un enzima che depolime-
rizza I'acido ialuronico presente
nella matrice extracellulare del
tessuto connettivo. La presenza di
tale enzima & stata riscontrata in
organi quali testicoli, milza, pelle,
occhi, fegato, rene, utero e pla-
centa; e in fluidi corporei tra cui
sangue, lacrime e sperma (Duthie
& Chain, 1939). La ialuronidasi ¢
nota per essere coinvolta in rea-
zioni allergiche (Kakegawa et al.,
1999), formazione di metastasi
tumorali (Cameron et al., 1979),
infiammazioni ed emorragie pe-

tecchiali una volta iniettata in
preparati mesenterici oltre a de-
terminare un aumento della per-
meabilita del sistema vascolare
(Meyer, 1947). Usando un saggio
in vitro & stato effettivamente
segnalato l'effetto inibitorio della
naringenina sulla ialuronidasi di
circa il 9,58% a una concentrazio-
ne di 200 pM; tuttavia un suo de-
rivato, in particolare, la 7-O-butyl
naringenina, alla stessa concen-
trazione inibisce lo stesso enzima
di pit del 44,84 % (Moon et al.,
2009).

La naringenina inibisce anche la
crescita cellulare, inducendo I'ar-
resto del ciclo cellulare nonché
il processo di apoptosi cellulare
innescato dalla proteina tumorale
p533 (Meiyanto et al., 2012). Ma
¢ stato mostrato anche come essa
sia in grado di sopprimere il can-
cro del colon nei ratti (Leonardi
et al., 2010) e come sia capace di
inibire la formazione di metastasi
e la loro invasione dei tessuti sani
(Weng & Yen, 2012).

La naringenina blocca la crescita
di cellule di Dictyostelium discoi-
deum, un’ameba usata come or-
ganismo modello in biologia dello
sviluppo, biologia molecolare e
in tossicologia ambientale (Russ
et al., 20006). E stato dimostrato,
da uno studio successivo, che la
naringenina inibisce la crescita di
queste cellule quando esse espri-
mono TRPP2, un canale cationi-
co non-selettivo permeabile allo
ione calcio, che ¢ implicato nello
sviluppo della malattia autosomi-
ca dominante del rene policistico
(Gonzalez-Perrett et al., 2001;
Vassilev et al., 2001). Si tratta di
una malattia provocata proprio
da un difetto della proliferazione
cellulare con secrezione di fluido
nelle cisti che si sviluppano nel
rene (Terryn et al., 2011).

La naringenina inibisce la crescita
delle cellule di Dictyostelium con
una EC, tra 50 e 100 pM. Questo
effetto inibitorio € stato indotto in



cellule che esprimevano la protei-
na TRPP2, come dimostrato dal
fatto che il mutante pKd2- (privo,
cioe, del gene trpp2) risulta inve-
ce insensibile all’azione di narin-
genina (Waheed et al., 2014).

Canali ionici intracellu-
lari e flavonoidi

La naringenina ¢ una molecola
liposolubile e quindi in grado di
attraversare la membrana pla-
smatica; I'idea per lo sviluppo di
questo lavoro ¢ stata, pertanto, di
verificare lattivita della naringe-
nina come possibile modulatore
di canali ionici intracellulari, qua-
li per esempio i canali TPC (two
pore channel) noti
per la loro importanza

particolare ¢ stato dimostrato da
recenti pubblicazioni scientifiche
che l'assenza del canale hTPC2
determina un’inibizione della ri-
sposta neo-angiogenica indotta
dal fattore di crescita VEGF e
che, inoltre, la sua inibizione pro-
duce 'assenza di quei difetti nella
morfologia dei lisosomi tipici del-
la mutazione G2019S responsabi-
le della patologia del Parkinson.

Si tratta pero di canali ionici in-
tracellulari localizzati su endoso-
mi e lisosomi, che sono organelli
sub- micrometrici e quindi di dif-
ficile accessibilita con le classiche
tecniche elettrofisiologiche. Al
fine, pero, del loro studio si puo
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per la proteina EFGP (Enhanced
Green Fluorescent Protein). In
questo modo se, una volta tradot-
to, il canale hTPC verra espresso
sul tonoplasto, allora quest’ulti-
mo emettera fluorescenza una
volta eccitato a un’opportuna lun-
ghezza d’onda (488 nm) perché
sara stata tradotta anche la EFGP
(fig. 4).

E stata utilizzata la tecnica del
“patch clamp”, che consiste nella
possibilita di bloccare (“clamp™)
la differenza di potenziale su una
piccola porzione di membrana
(“patch”) che si invagina, quindi,
all'interno di una sottile pipetta di
vetro che viene fatta strettamente
aderire alla stessa. In
tal modo ¢ poi possibile

circa il manifestarsi di
gravi patologie umane
(fig. 3).

Nell'uvomo sono pre-
senti due tipi di canali
TPC: hTPC1 e hTPC2
a localizzazione en-
do-lisosomiale.

Si tratta di veri e propri
‘pori di permeazione’
presenti, in piu copie,
sulla membrana di or-
ganelli citoplasmatici

caratterizzare i canali
ionici presenti sulla
piccola porzione di
membrana isolata (fig.
5).

Gli esperimenti per
questo lavoro sono sta-
ti condotti utilizzando
per le registrazioni dei
canali la configurazio-
ne  “whole-vacuole”:
quindi la porzione di

Fig. 6 membrana sottesa alla

quali endosomi e liso-

somi e che risultano es-

sere modulati da specifici ligandi
che ne determinano I'apertura o
la chiusura, anche se ci sono due
contrapposte scuole di pensiero
circa il ligando che attiverebbe
entrambi questi canali: NAADP
o il fosfoinositide PI(3,5)P2. Gli
hTPC sono canali che permettono
il passaggio esclusivamente di ca-
tioni attraverso la membrana pla-
smatica, dal lume verso il citosol,
ma anche in questo caso diverse
sono le conclusioni scientifiche
circa i cationi a cui questi canali
sono permeabili: Ca®* o Na*.
Recentemente il canale hTPC2 ¢&
stato associato sia al processo di
neo-angiogenesi dei tumori solidi,
sia alla patologia del Parkinson. In

utilizzare come sistema eterolo-
go, per l'espressione di questi ca-
nali, il vacuolo vegetale.

Per questo lavoro, quindi, ¢ stato
seguito un protocollo di trasfor-
mazione transiente su protopla-
sti del mesofillo fogliare di pian-
te di Arabidopsis thaliana tpel
knockout (prive cio¢ del gene
tpel che codifica per il canale At-
TPC1 vegetale). Dapprima sono
stati isolati i protoplasti del meso-
fillo tramite un opportuno tratta-
mento enzimatico, poi sono stati
trasformati con il plasmide con-
tenente il gene che codifica per
il canale umano hTPC1 o hTPC2
ed ¢ stato fuso alla sua porzione
N-terminale il gene che codifica

pipetta si rompe (bre-

ak-in) attraverso un in-
tenso impulso elettrico e una lieve
suzione. Quindi, in accordo con la
convenzione di registrazione sulle
membrane intracellulari, quando
vengono registrate correnti posi-
tive si tratta di un movimento di
cationi dal citosol al lume (o di
anioni nel verso opposto) (fig. 6).
Le prime registrazioni di corren-
ti endogene sono state eseguite
su vacuoli isolati da protoplasti
del mesofillo fogliare di piante di
A. thaliana wild type che espri-
mevano, quindi, sul tonoplasto il
canale vegetale. Le correnti re-
gistrate a diversi potenziali (da
-40 a +80 mV) hanno messo in
evidenza che si tratta di un cana-
le voltaggio-dipendente, chiuso a
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potenziali negativi e aperto po-
tenziali positivi (fig. 7).

Il canale che doveva risultare piit
simile a quello vegetale sarebbe
dovuto essere il canale hTPC2.
In realta, hTPC2 non solo ¢ un
canale attivato da uno specifico
ligando, il fosfoinositide PI(3,5)
P2, ma ¢ anche un canale voltag-
gio-indipendente. Aggiungendo,
infatti, nella soluzione del bagno,
tramite un sistema di perfusione a
caduta il PI(3,5)P2, si assiste a un
aumento lineare delle correnti sia
a potenziali positivi sia a poten-
ziali negativi, ovvero non c¢’¢ nes-
sun meccanismo di rettificazione
della corrente in funzione del
potenziale a differenza di quanto
visto per il canale vegetale (fig.
8). Una volta attivato il canale, si
& perfusa una soluzione di narin-
genina a una concentrazione 500
pM. Con un doppio pulso di po-
tenziale a +40 e -40 mV si & osser-
vata una netta diminuzione della
corrente sia a potenziali positivi
sia negativi. La curva dose-rispo-
sta provando a perfondere altre
due concentrazioni di narigenina,
33 e 100 pM, mostra che la con-
centrazione di mezza inibizione &
all'incirca pari a 110 pM (fig. 9).
Per il canale hTPC1 ¢ stata con-
dotta la stessa tipologia di esperi-
menti ma quello che & apparso su-
bito chiaro ¢ che, nonostante sia
attivato dallo stesso fosfoinositide
PI1(3,5)P2, hTPC1 risulta essere
un canale voltaggio-dipendente.
Con il canale attivato le corren-
ti risultano essere presenti solo a
potenziali positivi (fig. 10).
Quello che appare chiaro, con-
frontando le due curve dose-ri-

sposta, ¢ che i due canali TPC
umani hanno una diversa affinita

per la molecola che li attiva: ap-
pena 5 nM per ’hTPC1 e 100 nM
per hTPC2 (fig. 11).

A questo punto & stata testata la
soluzione di naringenina alla con-
centrazione 500 pM anche sul ca-

nale hTPC1. Quindi si & confron-
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tato l'effetto della naringenina su
questi due canali considerando un
doppio pulso di potenziale a +40
e -40 mV.

Considerando la percentuale di
corrente residua, ovvero il rap-
porto tra la corrente in presenza
e in assenza di naringenina, c’¢
una percentuale di corrente resi-
dua di appena il 20% per il canale
hTPC2 e, invece, di circa il 50%
per hTPC1.

Le differenze sono significative e
sembra che vi sia una maggiore
specificita della naringenina per
hTPC2. 1l blocco della sostanza
non ¢ voltaggio-dipendente visto
che ¢ lo stesso sia a +40 che a -40
mV (fig. 12).

Da questo studio si evince che:
¢ possibile esprimere, ¢ di con-
seguenza studiare, questi canali
umani intracellulari di difficile ac-
cessibilita esprimendoli su vacuo-
li vegetali; sono canali che hanno
una differente voltaggio-dipen-
denza e una differente affinita per
la molecola che li attiva; entram-
bi i canali hTPC1 e hTPC2 ven-
gono, effettivamente, inibiti dalla
naringenina, ma tale flavanone
risulta essere molto piu efficace
su hTPC2 oltre al fatto che ¢ una
molecola di facile reperimento,
vista la sua cospicua presenza nel
pastazzo, abbondante sottopro-
dotto della filiera agrumicola, che
potrebbe cosi essere reimpiegato.

Il lavoro relativo alla tesi da cui ¢
tratto questo articolo & proseguito
con una collaborazione tra
il gruppo di ricerca del Dott.
Carpaneto dell’Istituto di Biofisica
del CNR di Genova e il gruppo
di ricerca del Prof. Filippini
dell’Universita La Sapienza di
Roma.

Quest’ultimo aveva gia studiato
come l'assenza del canale hTPC2
determinasse I'inibizione  del
processo di neo-angiogenesi dei
tumori solidi in vivo; dagli ultimi
dati sperimentali, ancora in fase
di pubblicazione, appare evidente
che la naringenina blocca questo
stesso processo di angiogenesi in
VIVO.

Questi risultati, quindi, sono in
pieno accordo con i dati emersi
da questo lavoro, che dimostra
come la naringenina blocchi spe-
cificatamente il canale hTPC2.

Conclusioni

Nonostante le difficolta degli
esperimenti effettuati e il tempo
esiguo per realizzarli, si & comun-
que arrivati ad avere delle concre-
te indicazioni circa leffetto del
flavanone naringenina sui canali
TPC umani 1 e 2. Ci sono sicu-
ramente differenze funzionali tra

B
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queste due proteine: per esempio
la voltaggio-dipendenza, propria
solo del canale hTPC1, e una
differente affinita al fosfoinositi-
de PI(3,5)P2. Per attivare il 50%
dei canali di hTPC1 & necessario
applicare una concentrazione ci-
tosolica di circa 5 nM di fosfoi-
nositide rispetto a circa 100 nM
per h'TPC2. Non c’¢ dubbio che la
naringenina, il flavanone di cui si
voleva testare Ieffetto e cosi tanto
abbondante negli scarti non edibi-
li degli agrumi, risulti fungere da
inibitore delle correnti mediate
da entrambi i canali umani; ma ri-
sulta essere nettamente pit1 effica-
ce su hTPC2: a concentrazioni di
500 pM, il blocco indotto & pari,
infatti, a pitt dell’'80% della cor-

rente totale contro un’inibizione
di circa il 50% per quanto concer-
ne, invece, il canale hTPC1.
Questi dati sono di stimolo per
una futura sperimentazione che
verifichera se la naringenina pos-
sa essere effettivamente usata
come agente terapeutico in grado
di inibire hTPC2. Recenti studi
scientifici indicano che I'assenza o
I'inibizione del canale hTPC2 sem-
bra essere correlata alla risoluzio-
ne delle problematiche causate
dal fattore di crescita delle cellule
endoteliali VEGF, coinvolto nella
vascolarizzazione di tumori solidi,
o da patologie quali il Parkinson.
Va inoltre ricordato che la narin-
genina ¢ menzionata in diversi
studi scientifici, per esempio come

RICERCA

inibitore dell’enzima ialuronidasi,
coinvolto nella formazione delle
metastasi tumorali, oppure come
molecola in grado di contrastare il
cancro del colon nei ratti e ancora
in grado di bloccare il processo di
morte cellulare programmata in-
dotto dalla proteina tumorale p53.
Pertanto, il fatto che proprio que-
sta molecola inibisca un canale
come hTPC2, anch’esso coinvolto
in patologie tumorali, sembra non
essere solo una semplice coinci-
denza, quanto piuttosto un’indica-
zione concreta sulle grandi poten-
zialita della naringenina.

Questa molecola ¢ inoltre di facile
reperimento, vista la sua presen-
za in un sottoprodotto della filie-
ra agrumicola quale il pastazzo,
talmente abbondante da avere
richiesto la pubblicazione di un
bando del Ministero dello svilup-
po economico per lo sviluppo di
nuove tecnologie volte a un suo
possibile riutilizzo come risorsa.
Se ulteriori ricerche ricalcassero i
risultati ottenuti in questo lavoro
si aprirebbero le porte a un gran-
de progetto di riutilizzo del pa-
stazzo, ricco in naringenina, per
importanti applicazioni in campo
farmacologico.
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