Triticum aestivum. La fermentazione dei cereali e un‘antica tecnica utilizzata per.
migliorare la consistenza, la digeribilita e la conservabilita di diversi alimenti

Il ruolo del fermentato di grano
Lisosan G nella prevenzione
e progressione del covid-19

In base ai risultati dello studio presentato, si puo affermare
che il Lisosan G contiene tutte le pit importanti molecole co-
nosciute per ridurre e/o bloccare le infezioni e probabilmente
avere un importante ruolo positivo contro il Covid-19, sia nella
prevenzione che nella progressione della malattia
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| fine di prevenire le in-
fezioni & fondamentale
avere un sistema immu-

nitario sano e funzionale ed una
base importante per una rispo-
sta immunitaria ottimale € una
dieta adeguata ed equilibrata
(1-2). Un buono stato nutrizio-
nale riduce stress ossidativo ed
inflammatorio che sono entram-
bi collegati con il sistema immu-
nitario. Molti componenti della
dieta come acidi grassi omega
3, vitamina A, B, C e fitochimici
quali i polifenoli e i carotenoidi,
agiscono nel ridurre lI'inflamma-
zione, lo stress ossidativo e nel
migliorare il sistema immunita-
rio. Anche le fibre sono molto
importanti in quanto hanno pro-
prieta anti-inflammatorie attra-
verso la fermentazione dei bat-
teri intestinali e la formazione di
composti come gli acidi grassi
a catena corta che migliorano il
microbiota intestinale (I'insieme
dei batteri presenti nel nostro
intestino). Lo stress ossidativo
pud essere fortemente danno-
so ed essere alla base di molte
malattie. A questo riguardo é
stato riportato che un elevato
e cronico stress ossidativo si
ritrova nelle persone affette da
infezioni virali come I'Epstein-

Barr virus e quello delllimmu-
nodeficienza (HIV) ed esso &
anche associato ad un sistema
immunitario danneggiato (3).
E’ stata ritrovata anche un’asso-



ciazione tra radicali liberi, danno
dell’endotelio ed infiammazio-
ne (4). Sia il danno endoteliale
che linflammazione appaiono
giocare un ruolo chiave nel CO-
VID-19 (5). Tra i componenti del-
la dieta che possono giocare un
importante ruolo nelle infezioni
virali ritroviamo proteine, lipidi,
fibre, vitamina A, E, C, vitamine
del gruppo B, zinco, ferro, sele-
nio, polifenoli, carotenoidi. Tra i
piu abbondanti fitochimici nella
dieta ritroviamo i polifenoli che
sono noti per la loro azione an-
ti-inflammatoria ed antiossidan-
te. E’ stato riportato che i poli-
fenoli sono in grado di inibire i
fattori NFkB e AP-1, che regola-
no i processi inflammatori, e di
attivare NRF2 che regola posi-
tivamente i fattori antiossidanti
presenti nel nostro organismo
(6-7). Essi sono molto impor-
tanti per il loro effetto prebioti-
co sul microbiota intestinale (8).
Hanno un importante ruolo con-
tro i virus influenzali bloccando-
ne la replicazione e l'ingresso
nella cellula. E’ ormai chiaro che
il virus SARS-COV-2 (COVID-19)
presenta un sito di legame sulla
proteina che converte l'angio-
tensina 2 (ACE2) importante
per la regolazione della pressio-
ne sanguigna e questo legame &
molto piu forte rispetto ad altri
virus come per esempio SARS-
COV (9). Quindi ACE2 oltre ad
essere coinvolta nella regola-
zione della pressione sanguigna
€ anche la porta di ingresso di
COVID-19 per entrare nelle cel-
lule. Entrato nelle cellule il vi-
rus comincia, attraverso diversi
meccanismi molecolari a molti-

plicarsi producendo nuovo RNA
(COVID-19 & un virus ad RNA) e
le proteine che costituiscono il
rivestimento. Le proteine coin-
volte nella replicazione e nel-
la proliferazione del virus sono
quelle dove i composti ad atti-
vita antivirale vanno ad agire. E’
stato gia studiato su altri tipi di
coronavirus che molti fitochimi-
ci come epigallocatechina gal-
lato, acido gallico, quercetina,
acido clorogenico hanno attivi-
ta antivirale (10). Estratti di erbe
e piante della tradizione Cinese
come Cibotium barometz, Gen-
tiana scabra, Dioscorea batatas,
Cassia tora and Taxillus chinen-
sis furono trovati capaci di ini-
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bire Sars-COV (10). In un altro
lavoro recente ¢ stato riportato
che flavonoidi come erbacetina,
quercetina possono inibire il co-
ronavirus MERS-COV, presente
nelle popolazioni orientali, cau-
sa di sindrome respiratoria e
caratterizzato inoltre da un’alta
mortalita. E’ stato evidenziato in
diversi studi che la quercetina,
flavonoide che si trova in pa-
recchi vegetali incluso il grano,
ha un’alta attivita anti-virale e si
ipotizza anche un suo ruolo nel
COVID-19. La quercetina é stata
ampiamente studiata per la sua
capacita di bloccare la replica-
zione e la produzione di virus
inclusi quelli gia conosciuti ap-
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Triticum
aestivum. La
quercetina,
flavonoide
che si trova in
parecchi ve-
getali incluso
il grano, ha
un’alta attivita
anti-virale

partenenti ai coronavirus. Con-
siderato che COVID-19 appartie-
ne al genere Betacoronavirus e
al sottogenere Sarbecovirus ed
ha un recettore di legame simile
a loro si assume che possa es-
sere simile a SARS-COV e capa-
ce di infettare i pneumociti, che
sono cellule che costituiscono
I'epitelio degli alveoli polmonari,
entrando attraverso il recetto-
re ACE2. La quercetina ¢ stata
inoltre vista capace di legarsi al
sito di attacco di altri coronavi-
rus bloccandone l'ingresso nel-
le cellule (11); considerato che il
sito di attacco di COVID-19 ¢ lo
stesso si ipotizza che la querce-
tina con lo stesso meccanismo
possa bloccare I'ingresso nelle
cellule anche del COVID-19 (11).
Tenendo conto del fatto che la
vitamina C protegge la querce-
tina dalla degradazione l'assun-
zione contemporanea di esse
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potrebbe avere un ruolo molto
importante nella prevenzione
del COVID-19. L’approccio tera-
peutico con quercetina e vitami-
na Cpudinterrompere I'ingresso,
la replicazione, I'attivita enzima-
tica e 'assemblaggio del virus e
nello stesso tempo rafforzare la
risposta immunitaria dell’indivi-
duo. La combinazione delle due
sostanze potrebbe rappresen-
tare una strategia sperimentale
per profilassi e trattamento di
diversi virus respiratori incluso
il SARS-COV 2 (Covid-19). Uno
studio recentemente eseguito
su pazienti affetti da COVID-19
ha dimostrato che I'assunzione
di acido alfa-lipoico riduceva di
due volte la mortalita rispetto
al gruppo che non lo assumeva
(12). ’acido alfa-lipoico & capa-
ce di ridurre la concentrazione
di ACE2 attraverso [linibizione
dellenzima NADPH ossidasi

ed inoltre agendo sulla pompa
sodio/potassio aumenta il pH
intracellulare e per questi mo-
tivi pud essere considerato un
valido strumento contro il CO-
VID-19.

Nei pazienti affetti da COVID-19
si ha ipossia (mancanza di os-
sigeno) ed a questo si asso-
cia un’aumentata produzione
di acido lattico. L'aumento di
acido lattico peggiora ancora
di piu la situazione di ipossia e
tutto questo porta ad un mal-
funzionamento della pompa so-
dio/potassio ed ad un ingresso
maggiore di calcio nelle cellule.
Abbassando i livelli di acido lat-
tico & possibile ridurre il danno
cellulare da COVID-19. L’acido
alfa-lipoico € in grado, attivan-
do l'enzima piruvato deidro-
genasi di abbassare il livello di
acido lattico migliorando il pH
all'interno della cellula e agen-
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do positivamente anche sulla
pompa sodio/potassio. E’ stato
pure riportato che usando acido
alfa-lipoico e insulina in pazienti
con diabete migliorava il quadro
clinico contro il COVID-19 attri-
buendo il risultato ad un effet-
to sinergico alfa-lipoico-insulina
(13). Da tuttii datiriportati emer-
ge chiaramente che i polifenoli e
la classe dei flavonoidi hanno un
alto potenziale antivirale. | risul-
tati finora pubblicati dimostrano
alcuni meccanismi molecolari di
come questi composti fitochi-
mici possono interagire e inibire
il ciclo vitale del COVID-19. La
dieta diventa molto importante
in questo contesto. Un lavoro
recente (14) ha suggerito che
un intervento terapeutico che
include polifenoli/flavonoidi,
capaci tra le altre cose anche di
ridurre il fattore di inflammazio-
ne NFkB possa migliorare i risul-
tati sul COVID-19. Logicamente
bisogna tenere conto della bio-
disponibilita di questi composti
di raggiungere un livello tale nel
sangue da poter agire contro il
virus.

Fermentazione e Lisosan G
La fermentazione dei cereali e
un’antica tecnica utilizzata per
migliorare la consistenza, la di-
geribilita e la conservabilita di
diversi alimenti, riducendo al
contempo diversi fattori an-
ti-nutrizionali.

Gli alimenti fermentati sono am-
piamente utilizzati da anni nelle
culture asiatiche e africane ma
di recente si & assistito anche in
Europa ad un crescente interes-
se per i cibi fermentati dovuto
ai presunti benefici per la salu-
te legati al loro consumo (15).
La fermentazione dei cereali ¢
considerata utile per il rilascio
e la produzione di una maggio-
re quantita di composti, come
polifenoli e altri antiossidanti,
rispetto al prodotto di partenza.
In particolare, nei cereali sono
presenti molti composti fenolici
che si possono trovare in forma

libera o legata.

Durante il processo di fermen-
tazione, I'attivita di idrolisi della
componente microbica, da una
parte favorisce il rilascio dei fe-
noli legati rendendoli piu acces-
sibili all’assorbimento, dall’altra
potrebbe, invece, portare alla
sintesi di nuovi composti bioat-
tivi (16-17).

La presenza di una maggiore
quantita di molecole bioattive in
seguito al processo fermentati-
VO puod avere un effetto benefi-
co sulla composizione batterica
intestinale e piu in generale sulla
salute . Il processo di fermen-
tazione sviluppato da Agrisan
SRL (Larciano, PT), utilizzando
sfarinati di grano biologico (Tri-
ticum aestivum), ha portato allo
sviluppo di un lisato di grano,
denominato Lisosan G, ricco in
vitamine del gruppo B e toco-
feroli, antiossidanti e oligoele-
menti, e acidi grassi polinsaturi
(acido linoleico e acido linoleni-
co) in quantita apprezzabili (18).
Il Lisosan G presenta un alto po-
tere antiossidante e pud essere
assunto da solo o in combina-
zione con altri prodotti alimen-
tari come pane e pasta per mi-
gliorarne le proprieta nutritive e
nutraceutiche (19).

In questo lavoro viene riportato
'effetto del Lisosan G sul siste-
ma antiossidante e detossifican-
te utilizzando un modello di cel-
lule del fegato.

Materiali e metodi

Cellule del fegato furono messe
in coltura e suddivise in quattro
gruppi:l. Gruppo di controllo
(CTR) trattate con solo mezzo
di crescita; 2. Trattate con Liso-
san G 0,7 mg/ml (Lisosan G); 3.
Cellule trattate con 200 mM di
perossido di idrogeno (H,0.));
4, Pretrattate per un’ora con Li-
sosan G (0,7 mg/ml) e succes-
sivamente con 200 mM di H,O,
(Lisosan G + H,0,). Dopo 24 ore
di trattamento le cellule furono
raccolte e preparate tutte le fra-
zioni necessarie per le prove.

Figura 1. Effetti del Lisosan G sui livelli di glutatio-

ne (GSH). L’attivita del GSH é stata misurata negli
omogenati dopo 24 ore di trattamento delle cellule ed
espressa come percentuale rispetto al controllo (CRT)
(125 nmol/mg prot.). ee Significativamente diverso dal
controllo p< 0,01, eee p<0,00]. °°°Significativamente
diverso da H202 p<0,00].
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Figura 2. Effetti del Lisosan G sulla perossidazione
lipidica. La perossidazione lipidica e stata misurata nei
microsomi dopo 24 ore di trattamento delle cellule ed
espressa come percentuale rispetto al controllo (CRT)
(32,8 mUA/mg). ee Significativamente diverso dal
controllo p< 0,01, eee p<0,00]. °°°Significativamente
diverso da H202 p< 0,001
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Figura 3. Immunoblotting di NRf2 negli estratti nuclea-
ri. Cellule di controllo (CTR) e cellule trattate con
Lisosan G e H20Z2. In alto la proteina determinata con
l'anticorpo e in basso I'analisi densitometrica riportata
in istogramma. eeeSijgnificativamente diverso dal
controllo p< 0,001. °°°Significativamente diverso da
H202 p< 0,001.
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Figura 4. Immunoblotting di NFkB negli estratti nu-
cleari. Cellule di controllo (CTR) e cellule trattate con
Lisosan G e H202. In alto la proteina determinata con
l'anticorpo ed in basso é riportata I'analisi densitome-
trica in istogramma.

eeeSignificativamente diverso dal controllo p< 0,001.
°°°Significativamente diverso da H202 p< 0,00].
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Il Lisosan G é stato fornito da
Agri San (Larciano, PT). Tutti i
reagenti chimici per le varie pro-
ve sono di alta purezza.

Risultati

| risultati riportati in figura1le 2
fanno vedere che il perossido di
idrogeno provoca nelle cellule
danno ossidativo diminuendo
il glutatione (figura 1), che € un
antiossidante molto importante
nel nostro organismo e aumen-
tando la perossidazione lipidica
(figura 2), che € un marcatore di
stress ossidativo. Il trattamento
delle cellule con Lisosan G porta
ad un miglioramento dello sta-
to di salute delle cellule aumen-
tando il glutatione e diminuen-
do la perossidazione lipidica. Il
pretrattamento con Lisosan G
protegge le cellule dal danno
indotto da perossido di idroge-
no. | risultati sono in percentuale
rispetto alle cellule di control-
lo non trattate (CTR). E’ stato
inoltre osservato che il Lisosan
G induce gli enzimi del sistema
antiossidante e detossificante
come eme-ossigenasi, DT-Dia-
forasi, glutatione-S-trasferasi e
catalasi.

Il sistema antiossidante & con-
trollato da un fattore di trascri-
zione nucleare, chiamato Nrf2,
che in seguito ad attivazione
trasloca dal citoplasma al nucleo
attivando I'espressione di enzi-
mi target. | risultati sperimen-
tali da noi ottenuti dimostrano
la capacita del Lisosan G di at-
tivare Nrf2 e, di conseguenza,
indurre il sistema antiossidante
presente nell’organismo. E’ sta-
to eseguito un immunoblotting
utilizzando estratti nucleari e ci-
toplasmatici e come evidenziato
in figura 3 si pud vedere che il
trattamento con Lisosan G por-
ta ad un aumento di NRF2 nel
nucleo.

E noto che il fattore di trascri-
zione nucleare NFkB che con-
trolla il sistema infiammatorio
passando dal citoplasma al nu-
cleo attiva i processi inflamma-

tori. Come riportato in figura 4
il perossido di idrogeno provo-
ca inflammazione attraverso la
traslocazione di NFkB dal cito-
plasma al nucleo. Il Lisosan G
blocca il passaggio nel nucleo
di NFkB ed & capace di inibire
I'inflammazione.

Possiamo concludere che lef-
fetto antiossidante ed anti-in-
fiammatorio del Lisosan G pas-
sa attraverso [Iattivazione del
fattore di trascrizione NRF2 e
I'inibizione del fattore di trascri-
zione NFkB.

Discussione

In questo lavoro si evidenziano
i meccanismi molecolari attra-
verso cui il Lisosan G agisce sul
sistema di difesa antiossidante
del nostro organismo, costituito
da enzimi e molecole in grado
di mantenere a livelli fisiologici
sostanze tossiche come i radi-
cali liberi, che si formano all’in-
terno dell’'organismo. Il sistema
antiossidante & controllato da
un fattore di trascrizione nucle-
are, chiamato Nrf2, che in segui-
to ad attivazione trasloca dal
citoplasma al nucleo attivando
I'espressione di enzimi target. |
risultati sperimentali dimostra-
no la capacita del Lisosan G di
attivare Nrf2 e, di conseguenza,
indurre il sistema antiossidante
presente nell’organismo. In ag-
giunta a questo meccanismo,
Lisosan G & in grado di inibire
NFkB, un fattore di trascrizio-
ne coinvolto nell’attivazione
della risposta infiammatoria. E’
noto che componenti presenti
nei cibi possono interagire con
il fattore di trascrizione NRF2,
che in seguito ad attivazione
trasloca dal citoplasma al nu-
cleo attivando l'espressione di
enzimi antiossidanti.

Composti naturali come ber-
berina, curcumina, epigallo-
catechina gallato, genesteina,
guercetina, resveratrolo, sulfo-
rafano e anche lattobacilli, che
generalmente sono presenti in
alimenti fermentati, sono capaci



di interagire con NRF2 e agire
come antiossidanti. E’ stato am-
piamente visto, sia negli anima-
li che nell’'uomo, che i nutrienti
che interagiscono con NRF2
hanno delle buone attivita anti-
virali.

La berberina, presente in alcu-
ne piante, agendo attraverso
'inibizione di NFkB, il fattore
che regola l'inflammazione, ha
un’attivita antivirale su diversi
virus e potenzialmente anche
contro SARS-CoV-2 (20). Si e
visto inoltre che la curcumina,
agendo attraverso la via di ini-
bizione di NFkB, pud bloccare
non solo I'ingresso di virus nelle
cellule ma anche la sua repli-
cazione all'interno della cellu-
la (21). Sia l'epigallocatechina
gallato, presente nel té verde,
che i sulforafani, presenti nelle
brassiche, presentano una for-

te capacita antivirale agendo
sia sulla induzione di NRF2 che
sulla inibizione di NFkB (22).
Nel Lisosan G si evidenzia una
notevole quantita di acido gal-
lico (419 mg/kg peso secco),
che risulta essere il composto
fenolico maggiormente presen-
te. Quercetina, acido ferulico e
guercetrina sono inoltre presen-
ti nel Lisosan G.

E’ stato inoltre visto che il trat-
tamento delle cellule del colon
HT-29 con il Tumor Necrosis
Factor- alfa (TNF-a) ha pro-
vocato un aumento di fattori
pro-inflammatori come interleu-
china-8 e COX-2 ed il pretratta-
mento con Lisosan G ha mostra-
to un’ottima capacita nel ridurre
I'induzione dei fattori inflamma-
tori in particolar modo dell’in-
terleuchina-8 (23). Sulla base
dei risultati ottenuti nel sopraci-
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tato lavoro si pud ipotizzare che
’'assunzione del Lisosan G possa
essere un utile coadiuvante nel
trattamento delle malattie cro-
niche intestinali la cui incidenza
€ in rapido aumento. Poiché I'in-
fiammazione intestinale porta a
un disequilibrio del microbiota e
il Lisosan G ha un effetto positi-
vo sul Lactobacillus reuteri, esso
potrebbe rappresentare un utile
prodotto, con effetto prebioti-
co, capace di riequilibrare il mi-
crobiota intestinale e di ridurre
I'inflammmazione (24).

Conclusioni

Il Lisosan G contiene molte
componenti come micronu-
trienti (Vitamine del gruppo
B, C, D e minerali come Zinco,
Ferro, Selenio), proteine, fibre,
antiossidanti tutte componenti
riconosciute dalle pubblicazioni
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recenti capaci di avere un ruolo
positivo nel combattere il Co-
vid-19. Sono presenti inoltre nel
Lisosan G polifenoli, flavonodi,
flavonoli, acido alfa-lipoico che
sono stati studiati per la loro
capacita di bloccare I'ingresso
e la replicazione dei virus e del
Covid-19.

| risultati del presente lavoro
dimostrano la capacita del Li-
sosan G di migliorare il sistema
antiossidante riducendo o bloc-
cando lo stress ossidativo attra-
verso la via NRF2 e di inibire il
sistema infiammatorio attra-
verso la via di NFkB; entrambi
questi sistemi sono stati ripor-
tati avere un importante ruolo
antivirale.

Un’altra importante compo-
nente presente del Lisosan G &
quella dei batteri come i latto-
bacilli che possono contribuire
al rilascio di composti bioattivi
capaci di modulare positiva-
mente il microbiota intestina-
le e ridurre I'inflammazione. Si
pud concludere che il Lisosan G
contiene tutte le piu importanti
molecole conosciute agire nel
ridurre e/o bloccare le infezioni
e probabilmente avere un im-
portante ruolo positivo contro
il Covid-19 sia nella prevenzio-
ne che nella progressione della
malattia.

* Istituto di Biologia e Biotecnologia
Agraria, CNR, Pisa
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