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Alimenti funzionali e nutraceutici: biomarcatori, medicina integrata e personalizzata

Marcella Renis’
1Dipartimento Scienze del Farmaco, Universita di Catania

Il benessere individuale e legato allo stile di vita, inclusi dieta ed attivita fisica, alla “cura” che si ha
del proprio microbiota, in particolare quello intestinale, alle interazioni tra genetica, epigenetica e
microbioma, alla conoscenza e gestione di alcuni bisogni metabolici, tra tanti la vit.D con il suo
metaboloma, lo stato del “one carbon cycle”, da qualche anno oggetto di nostre ricerche.

| diversi componenti della dieta umana ed i loro metaboliti, utili e/o tossici, la carenza o I'eccesso
di nutrienti, I'uso di integratori, possono interferire con I'espressione genica e le funzioni cellulari,
modulando il normale metabolismo, prevenendo, migliorando patologie o contribuendo al loro
sviluppo. Alcune tra queste, tipiche del nuovo millennio, sono correlabili alla transizione
nutrizionale da diete tradizionali a quelle con alimenti altamente industrializzati, trasformati e a
bassa diversita di nutrienti.

Pertanto ricercatori, clinici, nutrizionisti, diverse company, media e singoli cittadini, oggi si
confrontano con:

- alimenti_nutraceutici, i cui nutrienti hanno effetti benefici sulla salute, contengono composti
bioattivi che, se estratti, vengono utilizzati per produrre integratori alimentari, spesso come
fitocomplessi con: polifenoli, carnitina, sulforafano, resveratrolo, glucosamina, licopene, etc.;
alcuni da noi testati in vitro ed in vivo (1-5). | nutraceutici includono anche prebiotici e probiotici;

- alimenti funzionali, ossia cibi veri e propri, anche fortificati, arricchiti e/o sostituiti, con effetti
positivi su una o piu funzioni specifiche dell’organismo;

- la_ medicina integrata, che, fortemente centrata sulla persona, utilizza con oculatezza opportuni
alimenti e/o integratori, senza escludere nessun tipo di ulteriore intervento. Essa si muove
nell’ottica sia del piano di sviluppo 2014-2023 dell'Assemblea Mondiale della Sanita (WHA62.13),
che ha proposto, per tutti gli stati membri, politiche proattive che rafforzino, per il benessere dei
cittadini, il ruolo svolto dalla medicina tradizionale; sia delle recenti Linee di indirizzo del Ministero
della Salute sui percorsi nutrizionali per i pazienti oncologici.

La vera sfida con cui oggi i ricercatori, i medici ed i nutrizionisti devono confrontarsi & valutare fino
a che punto la relazione cibo-benessere correli o meno, nel singolo, con altri fattori: ambientali,
genetici, epigenetici e diversita del microbiota. Questo ha portato all'impiego della nutrigenetica e
della nutrigenomica, ma anche alla necessita di un utilizzo sempre pil responsabile e appropriato
dei biomarcatori. In particolare di nuovi biomarcatori, predittivi, preventivi e di esposizione ai
diversi nutrienti, ai fitocomplessi e ad eventuali xenobiotici ad essi correlabili, per definire la
relazione causa effetto, dimostrare il potenziale benefico di un prodotto/ingrediente/composto
bioattivo, migliorare diagnosi, prognosi e definire interventi personalizzati (6-7).

Infatti, alcuni metaboliti propri delle piante, bioaccessibili, non sono sintetizzati dall’'uomo ma
possono diventare parte del metaboloma ematico e/o urinario (e non solo) umano, quindi essere
rilevati come biomarcatori di esposizione. Infatti, nel Human Metaboloma database (hmdb.ca)
sono presenti oltre 40,000 composti endogeni, esogeni/xenobiotici, microbici, biotrasformati.
Nell’esaminare |'efficacia di fitocomplessi bisogna anche considerare che i singoli composti
generano metaboliti finali circolanti differenti per concentrazione, composizione e attivita, a
seconda che siano assunti tal quali o in mescolanza e sono bioattivi in modo altamente variabile
nei singoli individui. Gli attuali studi di nutridinamica, un approccio sistemico analogo alla
farmacodinamica, possono fornire un contributo importante alla conoscenza di tali effetti.

Inoltre, quando si esaminano gli effetti di alimenti/nutrienti/composti bioattivi assunti in
combinazione o meno, andrebbe considerato il metodo di cottura utilizzato, poiché esso puo
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influenzare il contenuto dei nutrienti, la biodisponibilita e quindi I'effetto fisiologico, dando, poi,
degli errori di valutazione analitico- diagnostica-terapeutica.

Le tecnologie “omiche”, come la genomica, la trascrittomica, la proteomica, la metabolomica, la
foodomica, le tecniche NGS con I'analisi dellesoma e la metagenomica del microbioma,
opportunamente utilizzate e accoppiate a strumenti statistici e tools bioinformatica, hanno un
grande potenziale per la comprensione del ruolo di biomarcatori selezionati in contesti clinici
diversi, come da noi osservato in alcune patologie neurocomportamentali (8). Esse consentono di
mappare i rapporti dei biomarcatori con I'assunzione di farmaci/integratori/nutrienti, di rilevare
interazioni con esami biochimico-clinici di routine e dati di imaging, promuovendo I'applicazione
della medicina personalizzata.
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L'alimentazione nella moderna gestione del paziente con malattie neuroinfiammatorie croniche

Paolo Riccio® e Rocco Rossano!
1Dipartimento di Scienze, Universita della Basilicata, 85100 Potenza

Il ruolo dell’alimentazione nelle malattie infiammatorie croniche del Sistema Nervoso Centrale
(SNC) e stato trascurato per molti anni ed e tuttora oggetto di opinioni contrastanti. Il prerequisito
perché si abbia un danno a livello del SNC a causa di una errata alimentazione e che questa procuri
la rottura della barriera emato-encefalica (BEE). E nostra opinione che la rottura della BEE possa
essere conseguente alla precedente rottura di un’altra barriera, quella intestinale, a sua volta
determinata dalle abitudini alimentari pro-infiammatorie. La dieta puo avere infatti un’azione pro-
inflammatoria o anti-inflammatoria. Semplificando, possiamo avere:

1) La dieta W (“Western”), ipercalorica, “carnivora” e pro-infiammatoria, basata sull’assunzione di
acidi grassi saturi e trans, carni rosse e insaccati, zuccheri semplici e carboidrati raffinati (con
poche fibre), bevande zuccherate, sale, e alimenti “lavorati” industrialmente;

2) La dieta V, vegetariana e anti-infiammatoria, basata sull’assunzione di verdure crude e cotte,
frutta fresca e secca, cereali, ortaggi, legumi, pesce, acqua, te, caffe, latte e yogurt scremati, molta
fibra e poco glutine.

L’azione pro- o anti-inflammatoria di specifici alimenti puo essere diretta, ed esercitarsi su enzimi
o fattori di trascrizione del nostro metabolismo favorendo il catabolismo (anti-inflammatorio) o
I’'anabolismo (pro-infiammatorio), oppure indiretta, e modificare il nostro microbiota intestinale
verso la disbiosi o I'eubiosi. La disbiosi € collegata a uno squilibrio del microbiota intestinale, a una
minore biodiversita microbica e a una maggiore permeabilita della barriera intestinale. L'eubiosi
corrisponde invece alla condizione in cui c’é equilibrio fra le diverse popolazioni microbiche, alta
biodiversita e barriera intestinale integra. La disbiosi e la conseguente inflammazione intestinale
sono le premesse fondamentali per la diffusione dell’'infiammazione a livello neurologico. A causa
della disbiosi e della rottura della barriera intestinale, si riversano in circolo molecole come I'LPS
batterico, cellule e molecole immunocompetenti pro-inflammatorie, batteri del microbiota
intestinale e anche molecole alimentari non completamente digerite. Cid0 determina
I'inflammazione sistemica e puo portare alle malattie inflammatorie croniche del nostro tempo. La
persistenza dell’infiammazione sistemica puo portare alla rottura della barriera emato-encefalica
(BEE), con conseguente attivazione degli astrociti e delle cellule microgliali e successiva
compromissione della guaina mielinica e/o della funzionalita neuronale.

In conclusione, € la persistenza di abitudini alimentari pro-infiammatorie e non il singolo evento
alimentare che determina [linflammazione cronica. Nelle gestione delle malattie
neuroinfiammatorie croniche come la Sclerosi Multipla, I’Alzheimer, il Parkinson, la Sclerosi
Laterale Amiotrofica, la dieta deve essere regolarmente anti-infiammatoria, ipocalorica ed essere
associata all’attivita fisica, anche se moderata.
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La nutraceutica per la sindrome di Down: bersagli molecolari, effetto sul metabolismo
energetico mitocondriale e implicazioni terapeutiche di polifenoli vegetali

Rosa Anna Vacca', Daniela Valenti®
Ystituto di Biomembrane, Bioenergetica e Biotecnologie Molecolari, CNR, Bari

Un’alterata espressione dei geni localizzati sul cromosoma 21 ed una conseguente disfunzionalita
di specifiche vie di segnalazione cellulare portano nella sindrome di Down (sdD) ad uno
sbilanciamento dell'equilibrio ossido-riduttivo, ad una ridotta funzionalita mitocondriale associata
ad un deficit bioenergetico con una conseguente alterata neurogenesi e neuroplasticita [1,2].
Queste alterazioni svolgono un ruolo decisivo nelle problematiche di tipo cognitivo,
comportamentale e neuropsicologico, caratteristiche di questa sindrome [1].

Non esistono attualmente terapie per migliorare il deficit intellettivo e contrastare il decadimento
cognitivo ed invecchiamento precoce nella sindrome di Down.

| principi attivi naturali sono una fonte preziosa per I'individuazione di nuovi farmaci. In particolare
i polifenoli di origine vegetale sono interessanti per la loro azione “multi-targets” che comprende
vie metaboliche alterate in sindrome di Down, le vie di segnalazione che regolano le funzioni
mitocondriali, il metabolismo dell’omocisteina/acido folico e la trasmissione GABAergica [3].

Il nostro gruppo di ricerca ha fornito numerose evidenze sperimentali, sia in vitro che in vivo
dell’efficacia multifunzionale dell’epigallo catechina-3-gallato (EGCG), polifenolo del té verde,
incoraggiando il suo utilizzo terapeutico nella sindrome di Down. Abbiamo dimostrato I'efficacia
dell’EGCG, nel contrastare stress ossidativo e disfunzioni mitocondriali in fibroblasti con trisomia
21 e nel ripristinare -senza effetti collaterali- alterazioni critiche della sindrome [4] anche quando
somministrato ad un bambino di 10 anni [5]. L'EGCG ¢, inoltre, un inibitore specifico dell'attivita di
una proteina chinasi DYRK1A, codificata dal cromosoma 21 e deregolata in sdD, coinvolta nello
sviluppo del cervello e nel controllo della plasticita neuronale [6].

In un altro studio abbiamo dimostrato I'efficacia di un altro polifenolo, il trans-resveratrolo, nel
contrastare il grave deficit funzionale dei mitocondri e migliorare sensibilmente la neurogenesi
adulta ippocampale in un modello murino di sindrome di Down, suggerendo che oltre all’EGCG,
anche il resveratrolo potrebbe avere una potenziale azione benefica per il trattamento di alcune
manifestazioni cliniche in sdD [7]. Il trans-resveratrolo (3,5,4' — triidrossistilbene) € un composto
polifenolico naturale che si trova in una grande varieta di frutti rossi, prevalentemente nella buccia
dell’'uva rossa, induce I'espressione di geni coinvolti nella biogenesi mitocondriale, la fosforilazione
ossidativa e agisce anche come modulatore dei sistemi antiossidanti cellulari attraverso il controllo
di vie di segnalazione cellulare [3].

E in fase di organizzazione uno studio clinico di fase | che prevede di accertare I'innocuita dei due
polifenoli in soggetti con sindrome di Down, somministrati in dosi gia testate sul'uomo per
integrazione alimentare, e stimarne |'efficacia su parametri di funzionalita mitocondriale, stress
ossidativo, inflammazione e cognitivo-comportamentali, per un intervento farmacologico precoce
e naturale in sindrome di Down.
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Composti bioattivi della dieta nella prevenzione del cancro colon-rettale
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Il cancro del colon-retto (CRC) ¢ il terzo tumore piu diffuso al mondo. In una minoranza di casi il
CRC & dovuto a predisposizione genetica/ereditarieta oppure a malattie infiammatorie croniche
intestinali. Nella maggior parte dei casi, invece, il CRC insorge sporadicamente.

La chemioprevenzione del CRC ha come scopo primario quello di prevenire o ritardare lo sviluppo
del tumore inibendo lo sviluppo di lesioni precancerose. La dieta rappresenta uno dei principali
fattori di rischio associati allo sviluppo del CRC. Numerose evidenze scientifiche hanno associato il
modello dietetico occidentale ad un aumentato rischio di CRC, mentre la dieta Mediterranea (MD)
e la dieta pesco-vegetariana sono state associate ad minor rischio di CRC. Specifici componenti
dietetici (“bioattivi”) presenti nella dieta, quali i polifenoli dell’olio extra vergine di oliva, della
frutta, della verdura, le fibre, gli acidi grassi poli-insaturi omega-3, la curcumina,
I’epigallocatechina gallato, sono stati proposti come agenti chemiopreventivi in grado di prevenire
o ritardare lo sviluppo del CRC modulando meccanismi biologici che giocano un ruolo chiave
nell’insorgenza del CRC.

Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato gli effetti chemiopreventivi di una formulazione ultra
pura di acido eicosapentaenoico, un acido grasso poli-insaturo omega-3, sullo sviluppo del CRC in
modelli di CRC [1-4] e in pazienti affetti da colite ulcerosa di lunga durata [5]. Inoltre, abbiamo
dimostrato che I'estratto di mela annurca [6,7], I'epigallocatechina gallato [2], I'estratto di semi
d’uva [2] e 'olio extravergine di oliva [8] hanno attivita chemiopreventiva in modelli di CRC.
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Valutazione dell’attivita biologica e potenziale utilizzo di estratti e composti di origine naturale
come coadiuvanti in chemioterapia

Viola Calabro?, Felicia Sangermano1
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Le nuove conoscenze sulle componenti fitoterapiche e nutraceutiche favoriscono un
riavvicinamento tra la farmacologia tradizionale e le terapie naturali. Le piante sono una enorme
risorsa di composti attivi con proprieta farmacologiche. Molteplici meccanismi sembrano essere
coinvolti nel controllo della proliferazione, vitalita e differenziamento cellulare da parte delle
sostanze di origine naturale. Estratti grezzi e molecole pure derivate da piante, funghi e
microorganismi esplicano attivita citostatica, citotossica, pro-rigenerativa o pro-differenziativa.
Moderne tecniche di analisi ci hanno permesso di approfondire a livello cellulare e molecolare lo
studio degli effetti di alcune sostanze naturali e di comprendere in dettaglio alcuni meccanismi
molecolari della risposta cellulare a tali bioattivi. Descriveremo i dati ottenuti nel nostro
laboratorio su linee cellulari trattate con estratti di Aloe arborescens, Uncaria tomentosa e
Hibiscus syriacus. Abbiamo evidenze sperimentali che un estratto etanolico di Hibiscus syriacus
aiuta la rigenerazione del tessuto epiteliale ed incrementa |'espressione di geni coinvolti nel
determinare il grado di idratazione della pelle. Abbiamo inoltre dati che indicano che estratti grezzi
di Aloe arborescens e della radice della pianta peruviana Uncaria tomentosa esercitano attivita
antiproliferativa su linee cellulari derivate da carcinoma squamoso della pelle. Discuteremo sul
loro potenziale utilizzo come integratori di terapie farmacologiche classiche antitumorali.
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Le acquaporine come nuovi target molecolari dell’azione bioattiva di fitocomposti
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Nel corso degli ultimi anni, studi scientifici hanno evidenziato il ruolo benefico esercitato da
numerosi fitocomposti sulla salute dell’'uomo. | benefici per la salute sono spesso associati alle loro
proprieta antiossidanti e antinfiammatorie e, pil in generale, alla loro capacita di modulare
importanti vie di segnalazione cellulare. [1] Pertanto, diversi fitocomposti, con comprovata azione
biologica, vengono impiegati per migliorare alcune condizioni patologiche croniche come
I'ipercolesterolemia e I'ipertensione.

| canali per I'acqua, acquaporine (AQPs), sono tra i target molecolari di numerosi fitocomposti. [2]
Le AQPs sono proteine integrali di membrana espresse in molti organi e tessuti e implicate nel
trasporto di acqua e piccoli soluti. L'acquaporina-2 (AQP2) & espressa nel rene in cellule principali
del dotto collettore renale. LAQP2 interviene nel controllo del bilancio idrico dell’'organismo in
guanto e regolata dall’azione dell’'ormone antidiuretico vasopressina che promuove, attraverso
una via di segnalazione dipendente dall’AMPc, 'espressione e la traslocazione dellAQP2 da un
pool vescicolare verso la membrana apicale, dove I'acqua viene quindi riassorbita.

Nella medicina tradizionale, I'infuso ottenuto con foglie d’olivo veniva consigliato per la cura
dell'ipertensione in quanto promuoveva una copiosa diuresi. Nel nostro team di ricerca ci
occupiamo di studiare i meccanismi molecolari che regolano il riassorbimento di acqua mediato
dal’AQP2. [3] Le cellule di topo MCD4, stabilmente trasfettate con il gene codificante I’AQP2
umana, sono state impiegate come modello sperimentale. Attraverso esperimenti di microscopia
confocale e stato dimostrato che un estratto ottenuto da foglie d’olivo della cultivar Coratina
(OLE), determinava una riduzione dell’espressione apicale dell’AQP2 dopo il cotrattamento con
I'ormone antidiuretico. Studi funzionali hanno dimostrato che il cotrattamento con I'OLE e la
vasopressina determinava una significativa riduzione della permeabilita all’acqua, rispetto alle
cellule trattate con la sola vasopressina, in cui il riassorbimento era massimale. Attraverso
esperimenti di FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) e stato evidenziato che I'OLE
riduceva i livelli di AMPc indotti da vasopressina. Pertanto, questo studio dimostra che I'OLE
esercita un’azione diuretica attraverso la modulazione dei livelli cellulari di AMPc, fondamentali
per promuovere la via di segnalazione che comporta la traslocazione dell’AQP2 verso la membrana
apicale dove I'acqua viene quindi riassorbita.
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A dieta di RNA: microRNA di piante regolano la proliferazione di cellule tumorali umane
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Alla luce delle recenti scoperte scientifiche e studi epidemiologici, € ormai evidente che
I'alimentazione influenza il nostro stato di salute. E stato dimostrato che una dieta sana ed
equilibrata, caratterizzata da un’abbondanza di fibre, frutta, verdura, legumi, pesce e da una
riduzione di carni rosse, grassi e zuccheri, aiuta a ridurre il rischio di numerose patologie croniche
guali malattie cardiovascolari, neurodegenerative, diabete e cancro.

Lavori pubblicati di recente dimostrano che I'alimentazione € in grado di modulare I'espressione di
microRNA (miRNA) umani [1]. | miRNA, piccole molecole di RNA di 20-22 nucleotidi (nt), agiscono
come regolatori negativi dell’espressione genica, tramite I'appaiamento di una piccola sequenza
conservata di 6 nt della loro regione 5’ (seed) con una sequenza complementare localizzata nella
regione 3’UTR degli RNA messaggeri (mRNA) (target) negli animali, e per tutta la loro lunghezza
nelle piante.

Sebbene in letteratura siano riportati lavori discordanti sulla capacita di alcuni miRNA vegetali di
accumularsi nei sieri e nei tessuti animali, numerose evidenze sperimentali dimostrano che miRNA
derivanti da piante edibili, assimilati principalmente per via orale attraverso I'alimentazione, sono
in grado di superare la barriera gastrointestinale e accumularsi nei tessuti e fluidi del’'uomo e di
organismi modello [2-5; 6 per Review].

Sulla base di questi dati, abbiamo condotto uno studio pilota, utilizzando un approccio sia
bioinformatico (vedi abstract Licciulli et al) che sperimentale, per indagare se i miRNA di piante
edibili potessero regolare I'espressione di geni umani, mimando I'azione dei microRNA endogeni.
Pertanto il primo step & stato quello di verificare se i miRNA di piante edibili avessero la regione
seed uguale a quella di miRNA umani. Sono stati analizzati 4.803 miRNA di piante di cui 2855
hanno mostrato nella regione al 5’ una sequenza identica a quella di seed di miRNA umani, ma
nessuno di essi con sequenza perfettamente identica a un miRNA umano per tutta la sua
lunghezza.

La scelta dei miRNA di piante da utilizzare nella successiva fase sperimentale, € stata fatta in
seguito ad un’analisi funzionale di potenziali geni target di miRNA umani correlati alla
proliferazione cellulare, all'insorgenza e progressione del cancro e con seed identico a quelli
vegetali analizzati. | geni target sono stati estratti dalla banca dati miRTarBase che contiene dati di
validazione sperimentale dell’interazione dei miRNA con i geni umani [7, 8].

Sono stati cosi selezionati 7 miRNA vegetali con seed identico (e quindi potenziali omologhi
funzionali) a 35 miRNA umani con dimostrata capacita di regolare geni coinvolti nel ciclo cellulare,
nella progressione tumorale e nella formazione delle metastasi.

I miRNA vegetali selezionati sono stati trasfettati in mix in due linee cellulari umane di cancro al
colon che si differenziano per la presenza o I'assenza dell'oncosoppressore p53 (HCT116-p53+/+ e
HCT116-p53-/-). A 24, 48 e 72h dalla trasfezione sono stati eseguiti esperimenti di proliferazione
cellulare mediante saggio MTT. 72h ore dopo la trasfezione e stata osservata una riduzione della
proliferazione cellulare pari al 30% nelle cellule HCT116 p53-/- e del 20% nelle HCT116 p53+/+.
Sulla base dei risultati positivi del’MTT & stato estratto I'RNA totale, dalle stesse linee cellulari
umane, per studiare I'effetto dei miRNA di piante sull’intero profilo trascrittomico (coding and
non-coding RNAs) con tecnologia di Next Generation Sequencing, utilizzando la piattaforma
[llumina MiSeq.



L'analisi del profilo di espressione ha mostrato che circa 300 geni codificanti proteine sono
differenzialmente espressi nelle HCT116 p53+/+ e circa 90 geni nelle HCT116 p53-/-, suggerendo
cosi un effetto di regolazione diretto o indiretto su geni umani da parte dei miRNA vegetali
trasfettati.

Il profilo di espressione ha anche mostrato che, nelle cellule HCT116-p53+/+ e nelle HCT116 p53-/,
appaiono differenzialmente espressi rispettivamente 14 e 10 long non coding RNA (IncRNA) e tra
questi MALAT1 (Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) and NEAT1 (nuclear
paraspeckle assembly transcript 1) risultavano maggiormente downregolati con una elevata
significativita statistica. | IncRNA svolgono ruoli chiave nella regolazione dell’espressione genica in
molteplici condizioni fisiologiche e la loro deregolazione e associata a diverse condizioni
patologiche. In particolare, numerose evidenze sperimentali indicano che, in diversi tipi di tumore,
I'overespressione di MALAT1 e NEAT1 é strettamente correlata alla progressione tumorale e i due
IncRNA sono considerati biomarcatori dello sviluppo di metastasi e di prognosi infausta [9, 10].
Analizzando il seed dei miRNA vegetali trasfettati € stato trovato che due miRNA, il mtr-miR5754
ed il gma-miR4995, possiedono un seed complementare a regioni nella 3’ UTR rispettivamente di
MALAT1 e NEAT1. Queste regioni sono state clonate in un vettore reporter, a valle del gene della
luciferasi, per verificare che ci fosse un’interazione diretta tra questi miRNA vegetali e MALAT1 e
NEAT1. Saggi reporter ed esperimenti di RT-gPCR hanno confermato i dati di trascrittomica e che i
mMiRNA vegetali agiscono su MALAT1 e NEAT1 riducendone la loro espressione.

| risultati di questo studio aprono nuovi importanti scenari sulla capacita di alcuni alimenti di
migliorare lo stato di salute dell'uomo spiegando i possibili meccanismi molecolari che potrebbero
essere alla base degli effetti benefici di una dieta ricca di vegetali su importanti processi cellulari.
Questi risultati possono offrire la possibilita dell’'uso di miRNA vegetali nella prevenzione dei
tumori e di altre condizioni patologiche, come le malattie inflammatorie croniche, e di processi
fisiologici come l'invecchiamento.
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La terapia nutrizionale nel paziente nefropatico
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La terapia dietetico-nutrizionale (TDN) & di fondamentale importanza nella gestione conservativa
del paziente nefropatico, ed é finalizzata al mantenimento di un buono stato nutrizionale, alla
prevenzione e correzione di segni, sintomi e complicanze della malattia renale cronica (MRC), e al
posticipo temporale dell’ingresso in dialisi. La classica gestione nutrizionale nella MRC comprende
la restrizione proteica e di sodio, un adeguato intake calorico, e un controllo dell'introduzione di
fosforo e potassio. Negli anni recenti, grazie alle scoperte sul ruolo del microbiota intestinale nella
progressione e nell'insorgenza delle comorbidita della MRC, la nefrologia sta guardando con
interesse al ruolo benefico di regimi nutrizionali di stile mediterraneo, dalle comprovate proprieta
protettive nei confronti del rischio cardiovascolare (CV) e dall’azione modulatrice del benessere
intestinale. Nella MRC si assiste infatti, in una complessa relazione causa-effetto, ad una disbiosi
del microbiota intestinale in senso putrefattivo, con una riduzione delle specie saccarolitiche ed
un’espansione di quelle proteolitiche. Tale disbiosi si manifesta complessivamente con la riduzione
della produzione microbica di metaboliti protettivi ed antinfiammatori (come gli acidi grassi a
corta catena, derivanti dalla fermentazione delle fibre solubili) ed un aumento di metaboliti tossici
(principalmente cresoli ed indoli, derivanti dalla degradazione microbica di amminoacidi
aromatici). La produzione di questi ultimi, unita alla ridotta escrezione renale nella MRC, fa si che
questi pazienti presentino un’aumentata concentrazione di tali tossine uremiche (TU) in circolo,
che & co-responsabile di un aumentato rischio CV, inflammazione, stress ossidativo, insulino-
resistenza, declino cognitivo. E stato parimenti dimostrato che la produzione delle TU &
modulabile con l'alimentazione e l'integrazione, in particolare con regimi prebiotici, di tipo
mediterraneo. In conclusione, la TDN nella MRC dovrebbe essere ricalibrata sulla base delle piu
recenti evidenze scientifiche, che considerano il microbiota un fattore di rischio non tradizionale
modificabile. E necessario integrare il classico approccio di restrizione proteica e di sodio con
I'inclusione di matrici alimentari vegetali, in grado di modificare la composizione e I'attivita del
microbiota in senso saccarolitico, con ricadute benefiche anche su equilibrio acido-base,
metabolismo del fosforo, ipertensione e rischio CV.
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| percorsi nutrizionali del paziente oncologico
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La nutrizione in ambito oncologico riveste un ruolo fondamentale nella gestione complessiva della
patologia; la valutazione nutrizionale & necessaria gia dall’esordio della malattia. La corretta e
specifica nutrizione, concorre al riconoscimento dello stato di malnutrizione del paziente, alla
riduzione delle complicanze mediche e facilita il recupero dello stato di salute; tappe essenziali nel
processo di guarigione. | bisogni nutrizionali sono specifici per ciascun paziente e sono variabili
nelle differenti fasi della malattia: nell’esordio, nei trattamenti terapeutici e nel follow-up per la
prevenzione terziaria.

All'esordio della patologia la valutazione nutrizionale deve accompagnare la visita oncologica e
instaurare precocemente le eventuali variazioni alimentari al fine di ridurre o prevenire la
malnutrizione in difetto o in eccesso.

Durante i trattamenti terapeutici (chemio e radioterapia o terapia chirurgica), la nutrizione deve
adeguarsi allo stato clinico-fisico del paziente e deve mirare a ottimizzare e consolidare gli effetti
della terapia, riducendo o eliminando al tempo stesso, gli effetti collaterali della terapia
oncologica.

Dopo i trattamenti terapeutici, il supporto nutrizionale puo limitare o prevenire gli effetti
collaterali: malnutrizione, sovrappeso, obesita e sindrome metabolica.

Il supporto nutrizionale oltre a correggere e/o prevenire carenze nutrizionali, ha lo scopo di
migliorare complessivamente la qualita di vita del paziente.

La valutazione dello stato nutrizionale del paziente, rappresenta la prima e importante fase del
percorso e deve essere eseguita da personale medico altamente specializzato.

Il percorso nutrizionale deve considerare alcuni aspetti generali: il controllo degli effetti collaterali,
la riduzione dello stato infiammatorio, i valori della glicemia, dell’insulinemia e dei fattori di
crescita; deve inoltre privilegiare I'utilizzo di alcuni alimenti in grado di mantenere ottimali tali
parametri, ed eliminare altri che al contrario, possono indurre aumento della glicemia, di fattori di
crescita ed elevata produzione di acido arachidonico, necessario per la sintesi di prostaglandine
inflammatorie.

Accanto a questi aspetti generali, il percorso nutrizionale deve essere specificatamente
“personalizzato” per il singolo paziente, in base alla sua patologia, alla terapia da eseguire o gia in
atto e ai potenziali effetti collaterali.

Numerosi gli studi sugli aspetti benefici e preventivi della dieta mediterranea. Questo modello
viene pertanto suggerito, adottato e specificatamente modificato durante le varie fasi della
patologia, in base alle esigenze cliniche del paziente e al suo stato nutrizionale.

Recente (dicembre 2017) il documento realizzato dal Ministero della Salute, che affronta gli
aspetti relativi agli screening e alla valutazione nutrizionale del malato oncologico, durante tutto il
percorso terapeutico, attivo e palliativo, nonché alla presa in carico nutrizionale del paziente. Per
la stesura di questo decreto, si & tenuto conto della “Carta dei Diritti del Paziente Oncologico
all’appropriato e tempestivo supporto nutrizionale”, sottoscritta nel 2017 da AIOM (Associazione
Italiana di Oncologia Medica), FAVO (Federazione Italiana delle Associazioni di Volontariato in
Oncologia) e SINPE (Societa Italiana di Nutrizione Artificiale e Metabolismo), e del contributo delle
Societa Scientifiche ADI (Assistenza Domiciliare Integrata), SINUC (Societa Italiana di Nutrizione
Clinica e Metabolismo) e di associazioni di pazienti.
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Cucina Mediterranea integrata e terapie oncologiche
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La cattiva alimentazione e responsabile dell’insorgenza del 30 per cento dei tumori nel mondo. Cio
che mangiamo crea delle condizioni biochimiche e metaboliche all'interno del nostro corpo che
possono favorire o contrastare la proliferazione cellulare. Basterebbe considerare questo semplice
e incontrovertibile dato, per comprendere quanto una corretta alimentazione possa essere
importante per il benessere del paziente oncologico e quanto questa possa svolgere un ruolo
fondamentale durante i trattamenti di chemio e radioterapia in cui si manifestano una serie di
effetti collaterali, che una corretta e sana alimentazione mirata pud contribuire a contrastare, ad
attenuare e spesso a risolvere.

Scegliere i cibi piu corretti e saperli abbinare nelle diverse fasi del trattamento, puo aiutare a
prevenire o a controllare meglio gli effetti collaterali indotti dai farmaci e dalle terapie. Un aspetto,
guesto, ancora poco considerato nella cura del cancro, sebbene negli ultimi decenni I’evoluzione
nel campo delle terapie antitumorali, ha spostato I’attenzione dal tumore al paziente. In questo
cambio di priorita, riveste un ruolo importantissimo una alimentazione adeguata, che oggi e
divenuta parte integrante tanto della prevenzione, quanto della stessa cura oncologica.

Spesso il dilemma non & sapere solo quali sono gli alimenti piu idonei e quelli sconsigliati, cosa di
per sé assolutamente importante. La sfida € come proporre e far seguire in maniera semplice una
corretta alimentazione. Il Libro “Cucina Mediterranea Integrata e Terapie Oncologiche”, affronta
guesta sfida e costituisce uno strumento complementare di conoscenza di una dieta mediterranea
modificata ed integrata per il benessere psicofisico del paziente, per attenuare e ridurre gli effetti
collaterali delle terapie nello specifico e un utile mezzo per diffondere la cultura di una sana e
corretta alimentazione.

Il libro nasce dall’esperienza dei tre autori: un medico nutrizionista, un biologo molecolare e dal
fondatore della scuola di cucina, Apulian Natural Cookery School, che ha dato vita ad una sezione
pratica nella quale si studiano ricette e abbinamenti di alimenti funzionali per il loro impiego
durante le terapie oncologiche.

E’ bene ricordare che i pazienti sottoposti a chemioterapia devono affrontare molte
problematiche legate all’alimentazione, che includono sintomi gastrointestinali e difficolta
funzionali nella preparazione e consumazione dei pasti, che causano grande disagio. La domanda:
"Dottore, che cosa devo mangiare?”, € una delle domande piu difficili e impegnative per gli
operatori sanitari che hanno in cura i pazienti in chemioterapia.

Alterazione del gusto e dell'odore, mucositi e gengiviti, perdita di appetito, aumento della
stanchezza, neutropenia, nausea, vomito, disturbi dell’intestino quali stitichezza e diarrea, perdita
o aumento di peso, sono i problemi da affrontare perché possono portare a una bassa qualita
della vita quotidiana.

A tal proposito | laboratori di cucina proposti ai pazienti, oltre a risolvere le problematiche su
citate, con netto miglioramento della qualita di vita, sono uno strumento di formazione, perche
forniscono ai partecipanti una conoscenza piu specifica per un cambiamento nel loro approccio
verso la nutrizione. Queste esperienze si traducono nel cambiamento della dieta quotidiana,
adattamento al nuovo stile alimentare e nel miglioramento dello stato fisico.

Il paziente oncologico, in fase pre, durante e post terapia chirurgica, farmacologica e radiante
dovrebbe seguire una alimentazione appropriata. La nutrizione corretta ha piu finalita:
riequilibrare lo stato fisico-nutrizionale del paziente, ridurre la tossicita delle terapie e controllarne
gli effetti collaterali, ottimizzare e consolidare gli effetti della terapia antitumorale, sostenere il
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sistema immunitario, migliorare la qualita della vita, prevenire complicanze come malnutrizione,
sovrappeso, obesita e sindrome metabolica.

Il Libro e basato su presupposti scientifici: dalle linee guida e raccomandazioni internazionali per la
prevenzione delle malattie neoplastiche e da un attento studio delle piu recenti pubblicazioni
scientifiche che riguardano gli effetti degli stili di vita e degli alimenti, sulla stimolazione o
inibizione della proliferazione delle cellule tumorali, del sistema immunitario e dello stato
inflammatorio.

Numerosi gli studi sugli aspetti benefici e preventivi della dieta mediterranea. Questo modello
viene pertanto suggerito e specificatamente modificato durante le varie fasi della patologia.
Inoltre, recenti studi hanno inoltre dimostrato I'estrema utilita di alimenti e spezie che, pur non
facendo strettamente parte della nostra dieta mediterranea, sono validi aiuti nella sana
alimentazione e nella prevenzione. Tra questi ricordiamo i funghi, le alghe, il miso, le radici di
curcuma e zenzero, molte spezie quali la cannella e il chiodo di garofano, I'anice stellato, il
coriandolo, il cumino, il sesamo, 'acidulato di umeboshi che vanno ad arricchire la nostra dieta
mediterranea e la completano.

Il volume vuole essere una guida pratica per pazienti e familiari, ma anche per tutti coloro che
vogliano assumere sane abitudini alimentari, un supporto sui cibi da evitare e su quelli da
prediligere.

Il libro non solo fornisce lo schema alimentare settimanale, ma anche i mezzi per poterlo attuare
senza rinunciare al piacere della buona tavola. Un paragrafo inoltre & dedicato alla dieta di
preparazione alle terapie; uno alla dieta del giorno che precede la somministrazione della
chemioterapia, un altro a quella del giorno di infusione e un altro ancora a quella per i giorni
seguenti. Inoltre un capitolo e dedicato alle ricette consigli e rimedi per i giorni no.
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La dieta Mediterranea non é una dieta

Roberto Capone!
'Amministratore Principale, Centre International Hautes Etudes Agronomiques Méditerranéennes (CIHEAM-Bari)

Nonostante la sua crescente popolarita in tutto il mondo, la Dieta Mediterranea & oggi a rischio
di “erosione” nei paesi del Mediterraneo a causa dei processi di globalizzazione ed
urbanizzazione che stanno condizionando e modificando gli stili di vita delle popolazioni
Mediterranee che mostrano dei consumi alimentari sempre pil insostenibili e meno salubri.

Per contrastare questa crescente “transizione nutrizionale” nel Mediterraneo, il CIHEAM-Bari
ha da tempo avviato una serie di attivita per valutare la DM come modello di dieta sostenibile.
Basata prevalentemente sul consumo di alimenti di origine vegetale, la DM mostra un piu basso
impatto ambientale rispetto a diete con maggiore consumo di proteine animali, concorrendo al
mantenimento della biodiversita attraverso la coltivazione di varieta locali ed il consumo di
prodotti locali e stagionali, con positivi ritorni economici ed ambientali sul territorio (Capone et
al. 2016).

Iscritta nel 2010 dall’'UNESCO nella lista del patrimonio culturale immateriale dell’lUmanita
(UNESCO 21010), grazie anche al contributo del CIHEAM di Bari, la DM & espressione di una
antica storia fatta di acquisizioni, scambi e adattamenti, che si riconosce nella diversita delle
culture alimentari e degli stili di vita.

La necessita di valutare le dimensioni della sostenibilita della DM, interdipendenti tra di loro
(salute/nutrizione, ambiente/biodiversita, economia, fattori socioculturali), ha richiesto al
CIHEAM-Bari lo sviluppo di un approccio olistico sistemico nello studio della DM come una Dieta
Sostenibile nel contesto dei Sistemi Alimentari Sostenibili (HLPE-CFS 2014). Ha quindi spostato
la sua attenzione sulla DM, non pil intesa solo come una dieta salubre, ma anche come un
modello di dieta sostenibile che riduce I'impatto sull’ecosistema complessivo. Questo approccio
olistico e stato sperimentato dal CIHEAM-Bari per caratterizzare e valorizzare la DM come
modello di dieta sostenibile da promuovere ed adottare.

Tale approccio € basato su quattro fondamentali aspetti della sostenibilita: 1) ridotto impatto
ambientale e ricchezza in biodiversita; 2) accertati benefici alla salute e nutrizione; 3) alti valori
socio-culturali; 4) positivi ritorni economici sul territorio.

Una maggiore aderenza al modello sostenibile della DM consentirebbe quindi di ridurre la
pressione sulle risorse naturali e mitigare i cambiamenti climatici, contribuire allo sviluppo
locale delle aree rurali mediterranee in termini di crescita economica e creazione di opportunita
di lavoro in agricoltura e in altri settori non agricoli (ad es. turismo), rafforzare i capitali e le
risorse sociali e culturali delle comunita mediterranee, compresa la valorizzazione dei prodotti
agro-alimentari tipici e tradizionali (Capone et al., 2016a), migliorare lo stato nutrizionale e
ridurre I'incidenza delle malattie cronico degenerative legate all’alimentazione.
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Effetti dei cambiamenti climatici sulla produttivita e sul valore nutrizionale delle piante

Laura De Gara®
YUniversita campus Bio-Medico di Roma, Facolta Dipartimentale di Medicina e Chirurgia, Unita di Scienze degli
Alimenti e della Nutrizione. Via Alvaro del Portillo, 21 — 00128 Roma. L.degara@unicampus.it

| cambiamenti climatici stanno fortemente condizionando la produttivita agricola in diverse regioni
del pianeta, in termini di quantita di bio-massa ottenuta ma anche e di specie coltivabili [1, 2].
Recentemente sono state inoltre riportate diverse evidenze scientifiche che indicano come i
cambiamenti climatici, in particolare I'aumento di CO, atmosferico, stiano modificando i rapporti
tra carbonio e azoto (carboidrati e proteine) nonché tra contenuto energetico e micronutrienti
presenti negli alimenti, in particolare in quelli di origine vegetale [3, 4]. Queste variazioni possono
ridurre in modo sostanziale il valore nutrizionale dei prodotti agricoli, in misura pit importante per
guelle popolazioni la cui bio-diversita alimentare & particolarmente povera, determinando un
aumento della cosiddetta fame nascosta soprattutto nei paesi in via di sviluppo.

Nella relazione verranno illustrati alcuni casi studio, che presentano la possibile evoluzione delle
variazioni quali-quantitative della produttivita agricola in vaste aree del nostro pianeta e che
sottolineano le sfide che la ricerca scientifica si trova ad affrontare per assicurare, a livello locale e
globale, una produttivita primaria adeguata, quantitativamente ma anche qualitativamente, alle
esigenze di una popolazione mondiale in continua crescita.
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Nutrienti, ormoni e geni nella dieta mediterranea: focus su olio extravergine d'oliva

Antonio Moschetta®
1Dipartimento Interdisciplinare di Medicina, Universita degli studi “Aldo Moro” di Bari

Il legame tra cibo e geni ha influenzato molti aspetti della salute e della societa moderna,
determinando la nascita della nutrigenomica per identificare degli interventi nutrizionali che
consentano al medico di creare delle vere e proprie diete personalizzate allo scopo di prevenire la
comparsa delle malattie e mantenere uno stato di salute ottimale. Numerosi studi epidemiologici
indicano che I'aumento dell'obesita, la sedentarieta e il consumo prolungato e serale di cibi ad alto
indice glicemico promuova lo sviluppo di tumori e la loro proliferazione [1]. Vari nutrienti e ormoni
contribuiscono a modificare la capacita di proliferazione delle cellule. L'aderenza alla Dieta
Mediterranea protegge dal rischio di sviluppare tumori e malattie cardiovascolari [2]. Uno dei
principali componenti della Dieta Mediterranea e I'olio extravergine di oliva che grazie ai livelli di
grassi monoinsaturi, polifenoli e vitamine e considerato un alimento funzionale [3]. Il consumo di
olio extravergine d’oliva (EVO) & stato associato ad un ridotto rischio cardiovascolare [4] ma i
meccanismi molecolari alla base di questo processo non sono del tutto noti. Mediante tecnologie
microarray e RTgPCR, sono stati analizzati i cambiamenti indotti, in termini di espressione genica e
di miRNA, dalla somministrazione di olio EVO ad alto e basso contenuto di polifenoli nei
mononucleati del sangue periferico (PBMC) di 12 soggetti sani e 12 pazienti affetti da sindrome
metabolica (SM) [5]. Nei soggetti sani, I'assunzione di olio EVO ad alto contenuto di polifenoli & in
grado di migliorare i livelli di glicemia, I'insulino-sensibilita e di indurre la trascrizione di geni e
mMiRNA coinvolti in processi metabolici, infiammatori e tumorali. La modulazione delle pathway
indotte dall’olio EVO si riduce nei pazienti MS sottolineando che un ottimale stato di salute & di
fondamentale importanza per massimizzare gli effetti benefici di questo alimento.
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Regolazione dell’espressione di geni lipogenici da parte di nutrienti.

Fabrizio Damiano’, Mariangela Testini®, Gabriele V. Gnoni', Luisa Siculella’,
!Lab. di Biochimica e Biologia Molecolare, Dipartimento di Scienze e Tecnologie Biologiche ed Ambientali, Universita
del Salento, Lecce

L'obesita rappresenta una delle principali criticita per la salute nel mondo, ed e correlata a una
serie di disturbi metabolici e cardiovascolari, quali ipertensione, insulino-resistenza, iperlipidemia.
Oltre alla predisposizione ereditaria, l'inattivita fisica e I'alimentazione ipercalorica e/o squilibrata
sono le cause predominanti di un eccessivo accumulo di grasso non solo nel tessuto adiposo, ma
anche in sedi ectopiche, causando diverse patologie a carico degli organi interessati.
Manifestazione associata all’obesita & la steatosi epatica non alcolica (NAFLD) caratterizzata da un
eccessivo accumulo di trigliceridi nell’epatocita sotto forma di gocciole lipidiche. Simili situazioni
possono interessare anche altri tipi cellulari, come cellule muscolari, cardiache, renali e neuronali.
Nella NAFLD, i grassi accumulati sono prevalentemente di origine alimentare oppure derivano
dalla lipolisi a livello del tessuto adiposo. Tuttavia, una frazione consistente di acidi grassi, fino al
30%, viene sintetizzata negli epatociti attraverso la lipogenesi de novo (DNL). Studi condotti nel
nostro laboratorio [1,2] hanno evidenziato che la DNL non viene inibita a seguito dell’accumulo
intracellulare di lipidi; al contrario, la DNL, valutata sia attraverso dosaggi enzimatici che per mezzo
di studi sull’espressione dei principali geni lipogenici, come acetil-CoA carbossilasi 1 (ACC1), acido
grasso sintasi, carrier mitocondriale del citrato, e sterol regulatory element-binding protein 1
(SREBP-1), risulta stimolata nelle cellule steatotiche.

Esperimenti condotti in un modello cellulare di steatosi epatica hanno dimostrato un meccanismo
di regolazione di geni lipogenici a livello traduzionale. Un aspetto interessante emerso da questi
studi e che la traduzione dei messaggeri per i geni lipogenici, in particolare SREBP-1 e ACC1, risulta
essere incrementata nelle cellule steatotiche, nonostante si verifichi in esse un’attenuazione della
sintesi proteica globale.

Studi condotti sia in vivo che in vitro hanno dimostrato che diversamente dagli acidi grassi saturi,
gli acidi grassi poliinsaturi e alcuni polifenoli presenti nell’'olio extravergine di oliva inibiscono la
DNL [3] e migliorano la steatosi, riducendo sia I'espressione di geni lipogenici che la traduzione dei
messaggeri per SREBP-1 e per ACC1 indotta dallo stato steatotico.
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Studio nutrigenomico sugli effetti del consumo di uva da tavola in soggetti sani
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L'uva & un frutto tipico della tradizione mediterranea molto ricco in composti polifenolici. Al
contrario del vino, del succo e dei singoli composti in essa contenuti, gli effetti del consumo di uva
da tavola non sono mai stati studiati nell’luomo. Partendo dai nostri dati in vitro sull’attivita
antitrombotica e profibrinolitica di estratti di bucce di uva da tavola in cellule mononucleate di
sangue periferico (PBMC) umano (1, 2), abbiamo condotto uno studio in vivo (3), su soggetti sani,
e valutato gli effetti dell’assunzione dell’uva attraverso I'analisi del profilo di espressione genica
dei PBMC isolati dagli stessi soggetti.
| PBMC offrono notevoli vantaggi per gli approfondimenti di nutrigenomica perché, oltre ad essere
facilmente prelevabili, il loro profilo di espressione genica fornisce informazioni utili sullo stato di
salute dell’intero organismo.
Per il nostro studio & stata utilizzata una varieta di uva da tavola nera, I’Autumn Royal, prodotta e
studiata presso il Centro di ricerca Viticoltura ed Enologia di Turi (BA), e caratterizzata da una
moderata concentrazione di zuccheri ed un elevato contenuto in polifenoli.
30 volontari sani sono stati trattati come segue: 20 hanno seguito una dieta arricchita d’uva (5g/kg
die) per tre settimane, mentre 10 hanno seguito la loro abituale dieta, ma priva d’uva (gruppo di
controllo). | campioni di sangue sono stati prelevati all’inizio dello studio (T0), alla fine del periodo
di assunzione di uva (T1) e dopo un mese dalla fine dell’assunzione (T2). L'RNA, estratto dai PBMC
€ stato marcato e ibridato su SurePrint G3 Human Gene Expression Microarrays, 8x60K v2 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA).l dati ottenuti dopo la scansione degli arrays sono stati
elaborati con il software GeneSpring version 13.1.1 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
L’analisi statistica per la selezione dei geni differenzialmente espressi (DE) & stata condotta tramite
ANOVA seguito dal post hoc Tukey's Honestly Significant Difference (HSD) test (p< 0.05) corretto
per il false discovery rate (FDA) dal Benjamini-Hochberg multiple testing.| risultati mostrano che
piu di 500 geni sono DE al T1 e quasi il doppio al T2. Per I'analisi funzionale dei geni la cui
espressione appare evidentemente influenzata dall’assunzione continuativa di uva, sono stati
utilizzati diversi strumenti che ci hanno offerto la possibilita di valutare sia la clusterizzazione
funzionale dei geni nei diversi processi biologici che il loro arricchimento statistico in diversi
pathways.
| dati ottenuti si sono rivelati interessanti sotto diversi aspetti. Primo, i risultati mostrano
chiaramente che I’assunzione prolungata di uva ha un effetto marcato sull’espressione di un gran
numero di geni. Come atteso, molti sono coinvolti nell’infiammazione, nella risposta immunitaria,
nell’apoptosi, nell’autofagia e nella riparazione del DNA; numerosi altri, pero, sono implicati nelle
modificazioni epigenetiche del DNA e in diversi tipi di tumori e malattie neurodegenerative.
Secondo, le modifiche del profilo di espressione genica dei PBMC si protraggono ben oltre il
periodo di assunzione dell’uva, essendo il numero di geni DE quasi raddoppiato dopo 30 giorni
dalla sospensione della dieta. Infine, considerando il ruolo chiave dei non-coding RNAs (ncRNAs)
nella regolazione genica pre- e post-trascrizionale, va sottolineato il numero apprezzabile di
ncRNAs ritrovati differenzialmente espressi. Tutti questi dati, oltre a gettare nuova luce sui
meccanismi molecolari alla base degli effetti benefici sulla salute umana correlati all’assunzione di
1



uva, aprono un’incredibile ventaglio di possibilita di indagine che potrebbero essere essenziali per
la messa a punto di nuove strategie sia di prevenzione che di cura per diverse patologie.
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La qualita del suolo come requisito preliminare per la sostenibilita delle produzioni agricole
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La relazione tra la qualita del suolo e quella delle produzioni agricole che su di esso vengono
realizzate viene spesso trascurata, nonostante gli immediati e pesanti riflessi sulla salute umana.
Un continuo ed accurato monitoraggio della qualita dei suoli agricoli sembra dunque essere un
requisito fondamentale per la qualita degli alimenti. La nematofauna del suolo costituisce un
ottimo bioindicatore della qualita del suolo stesso, in quanto risponde prontamente ai
cambiamenti ambientali (stress e inquinamento) e la distribuzione e attivita dei differenti gruppi
trofici puo essere usata per stabilire lo stato di conservazione di un suolo. Tali proprieta sono state
confermate da un nostro studio basato sul campionamento di diversi siti della regione Puglia,
localizzati in una riserva naturale, in un parco, in prossimita di una centrale elettrica a carbone, in
prossimita di industrie metallurgiche e in prossimita di una discarica. Per ciascuno di tali siti & stata
condotta I'analisi della nematofauna presente utilizzando sia approcci morfologici che molecolari
(NGS sequencing). Gli indici ecologici hanno permesso di evidenziare i siti pit 0 meno disturbati,
confermando che i nematodi sono ottimi bioindicatori (Pousis et al., 2013). Peraltro, la
componente fitoparassita della nematofauna di un suolo pu0 essa stessa contribuire ad una
alterazione della qualita del suolo, a seguito dell'accumulo di residui tossici (nel terreno, nelle
acque, nelle parti eduli delle piante) di trattamenti con nematocidi di sintesi. | nostri studi su
sostanze nematocide di origine vegetale hanno come obiettivo il miglioramento della qualita del
suolo mediante una riduzione dei trattamenti con prodotti di sintesi e dei relativi residui.
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Contaminanti fitosanitari di prodotti agroalimentari: Controlli Ufficiali e food security come
prima tutela del consumatore.
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| prodotti fitosanitari, per le loro proprieta intrinseche, possono risultare nocivi per gli
organismi non bersaglio ed avere effetti indesiderati sulla salute umana e sull’ambiente.

Il loro utilizzo consapevole e sostenibile risulta una tematica di grandissimo impatto sociale ed
economico e pertanto oggetto di trattazione dei vari organi legislativi Europei, Nazionali e
Regionali.

Il Piano Nazionale per I'uso sostenibile dei prodotti fitosanitari, approvato con il decreto
interministeriale del 22/01/2014, in attuazione dell’art. 6 del decreto legislativo 150/2012,
recepisce nell’ordinamento italiano la direttiva 2009/128/CE, quadro per I'azione comunitaria ai
fini dell’utilizzo sostenibile dei pesticidi. Obiettivo del PAN & ridurre i rischi e gli impatti,
conseguenti all'uso dei prodotti fitosanitari, sulla salute umana, sull’ambiente e sulla
biodiversita e per raggiungerlo sono state individuate molte azioni di medio e lungo periodo che
riguardano diversi ambiti: dalla formazione obbligatoria degli utilizzatori e dei distributori dei
prodotti fitosanitari nonché dei consulenti delle aziende agricole, all'informazione ed alla
sensibilizzazione sui rischi connessi all’utilizzo di tali prodotti, dalle misure specifiche per Ia
tutela dell’lambiente acquatico e dell’acqua potabile, alla difesa delle piante.

Di pari importanza risulta senza ombra di dubbio, I'attivita di Controllo Ufficiale ai sensi del
REG.CE 882/04 ed il rispetto dei Regolamenti europei e delle normative nazionali relativi ai
livelli massimi di residui di fitosanitari in alimenti sia di origine vegetale che animale.

I REG.CE n.396/2005 stabilisce che vengano, attraverso programmi nazionali, effettuati
campionamenti rappresentativi del mercato, tenendo in considerazione gli esiti del controllo
dei precedenti anni. In Italia chi coordina e definisce i piani in materia di residui di prodotti
fitosanitari negli alimenti & il Ministero della Salute - Direzione Generale per I'lgiene e la
Sicurezza degli Alimenti e la Nutrizione (DGISAN), chi pianifica a livello territoriale le attivita dei
controlli sono gli Assessorati alla Sanita delle Regioni e chi esegue i controlli sono gli ispettori
delle ASL. Il quadro normativo € quindi complesso e variegato: I'approvazione del PAN ha
consentito di dare maggiore omogeneita a tutta la normativa gia esistente sul tema.

Ma i controlli che hanno evidenziato nel corso di questi anni?

Sono sufficienti a garantire la salute del consumatore?

Quali sono i punti oscuri e le aree di poca applicabilita della normativa nell’ambito del controllo
della presenza dei fitofarmaci nei prodotti agroalimentare?

Cosa ci aspetta in un prossimo futuro?
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Nutraceutici e alimenti funzionali per una Dieta Funzionale.
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Il ruolo riconosciuto degli alimenti funzionali e prodotti nutraceutici nel fornire benefici per la
salute umana offre nuove opportunita per l'industria agroalimentare. Lo sviluppo degli alimenti
funzionali richiede I'applicazione di un rigoroso approccio tecnico-scientifico per la loro
realizzazione e per dimostrarne I|'efficacia. Pertanto, uno degli obiettivi dei gruppi di ricerca e
fornire supporto per la valorizzazione nutrizionale e funzionale degli alimenti, favorendone la
percezione di utilita per il benessere e sostenendo I'impegno delle aziende nello sviluppo di
alimenti efficaci ma anche di elevata qualita organolettica. Con una panoramica di studi svolti
anche da ricercatori della rete NUTRHEFF (http://www.nutrheff.cnr.it/) - il network del Consiglio
Nazionale delle Ricerche coinvolto in azioni di ricerca e sviluppo tecnologico nel campo degli
alimenti funzionali e nutraceutici - si intende presentare ricerche e risultati che possano
contribuire a comprendere se gli alimenti funzionali, probiotici e i componenti bioattivi possano
contribuire ad una  “dieta  funzionale”. Saranno  affrontati gli aspetti di
bioaccessibilita/biodisponibilita delle componenti bioattive in relazione al processo, agli altri
componenti della dieta, al microbiota intestinale, e riportati alcuni esempi di trial nutrizionali che
dimostrano I'efficacia dell’introduzione nella dieta di alimenti funzionali.
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La metagenomica per lo studio del microbioma umano: dati molecolari e approcci bioinformatici
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Il recente spettacolare sviluppo delle piattaforme di sequenziamento di nuova generazione ha
aperto una nuova era nell'esplorazione della biodiversita, vale a dire la ricchezza e la varieta delle
forme di vita e degli ecosistemi del nostro pianeta. In particolare, lo studio della diversita
microbica in una varieta di ambienti, incluso il corpo umano, precedentemente limitato a
organismi coltivabili in laboratorio, pud ora essere condotto a un livello di risoluzione senza
precedenti sia a livello tassonomico che funzionale attraverso tecniche molecolari avanzate basate
sul sequenziamento massivo del “metagenoma”, ovvero il DNA totale presente in un certo
campione. Poiché ogni organismo vivente ha un apparato genetico specifico sia della specie sia
dell'individuo, ne consegue che I'approccio molecolare basato sulla caratterizzazione del materiale
genetico (ad es. Metagenomica) & uno strumento potente e oggettivo per determinare la varieta e
la abbondanza relativa di specie microbiche (e il loro potenziale genomico) che popolano un dato
ambiente. Gli approcci molecolari per indagare la biodiversita usando approcci di sequenziamento
ad alta processivita comprendono: 1) DNA metabarcoding; 2) metagenomica shotgun; 3)
metagenomica funzionale.

Il DNA metabarcoding consente la valutazione globale della composizione tassonomica di specifici
raggruppamenti tassonomici (ad es. Batteri) in qualsiasi campione di interesse ed e basato
sull'amplificazione selettiva di regioni ipervariabili ubiquitarie, denominate “DNA barcode” (ad
esempio regioni variabili dell'rRNA 16S per i batteri). La metagenomica shotgun, che consiste nel
sequenziamento totale e nella successiva annotazione delle sequenze degli acidi nucleici ottenute,
puo rivelare la diversita tassonomica e funzionale in un determinato campione / ambiente e
rappresenta |'unico approccio percorribile per specie, come i virus, per cui non esiste alcun DNA
barcode. Infine, la metagenomica funzionale consente di esplorare il potenziale funzionale e
metabolico dei genomi microbici eseguendo screening funzionali su larga scala per una grande
varieta di composti bioattivi di interesse biotecnologico o medico (es. enzimi, antibiotici, ecc. ).
Tuttavia, I'enorme quantita di dati di sequenziamento generati in tutti gli approcci sopra descritti
richiede strumenti bioinformatici affidabili e computazionalmente efficaci e adeguate
infrastrutture ICT.

Descrivero BioMaS (1), MetaShot (2) e A-Game (3), tre risorse bioinformatiche che abbiamo
recentemente sviluppato per affrontare tutti gli approcci metagenomici sopra descritti per
studiare e caratterizzare il microbioma sia a livello tassonomico che funzionale, con particolare
riferimento allo studio dei possibili effetti modulatori della dieta sulla composizione microbica
intestinale al fine di mettere a punto nuove strategie terapeutiche per la prevenzione e il
trattamento di numerose patologie.
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Il ruolo della Bioinformatica nella scoperta delle relazioni funzionali tra microRNA di piante e
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La disponibilita di dati di sequenziameto di nuova generazione ha permesso negli ultimi decenni
un progresso velocissimo della conoscenza sia in ambito biologico che clinico. Nulla di tutto questo
sarebbe stato possibile se in parallelo non si fossero sviluppati strumenti altrettanto sofisticati e
avanzati nel campo della Bioinformatica per la loro gestione, analisi e interpretazione.

Il lavoro che presentiamo illustra, attraverso un caso studio sviluppato nel nostro Istituto,
I'importanza della Bioinformatica come strumento predittivo per |'elaborazione e la validazione di
un’ipotesi funzionale che viene teorizzata in silico e validata in laboratorio, per poi essere di nuovo
utilizzata per I'analisi dei dati di laboratori e quindi per orientare ulteriori sperimentazioni e
produrre nuova conoscenza.

Il caso studio riguarda I'analisi della possibilita che micro RNA (miRNAs) vegetali assunti con la
dieta possano regolare I'espressione di geni umani mimando i meccanismi e le funzioni di miRNAs
endogeni. Questa ipotesi e stata elaborata sulla base di una serie di ricerche condotte negli ultimi
anni che prendono spunto dal primo lavoro pubblicato in letteratura che riporta la dimostrazione
di un targeting funzionale di un miRNA di pianta su di un gene umano (1).

Lo studio in silico € stato condotto sulla base di un workflow che ha previsto: 1) la selezione di
miRNA di piante edibili, rispetto alle non edibili, collezionate nella banca dati miRBase (2), sulla
base delle informazioni tassonomiche in essa contenute; 2) la verifica della possibilita che miRNA
di piante e umani potessero avere sequenze “seed”, cioé quelle deputate al targeting e localizzate
nella regione al 5’ del miRNA, identiche; 3) la selezione di un gruppo ristretto di miRNA di piante
da usare per la validazione sperimentale sulla base della classificazione funzionale dei potenziali
geni target in specifici processi biologici. Per I'estrazione dei dati dalle banche dati pubbliche e la
loro integrazione con i risultati delle analisi condotte in loco & stata sviluppata una banca dati
relazionale in MySQL. Per I'analisi comparativa al punto 2) e stata sviluppata una pipeline di analisi
bioinformatica che ingloba in bash Needleall e Shuffleseq, due programmi inclusi nel pacchetto di
analisi bioinformatica EMBOSS (3). Grazie a questa pipeline 2.588 sequenze mature di miRNA
umani sono state allineate ciascuna con 4.803 sequenze mature di miRNA di piante edibili, per un
totale di 12 milioni di allineamenti. Due script (Needle_parser_CD.pl e Pl_hum.csh) sono stati
impiegati per selezionare gli allineamenti in funzione dei valori di similarita osservata. La validita
statistica dei risultati ottenuti & stata poi valutata usando il programma Shuffleseq, che permette
di ottenere gruppi di sequenze randomizzate di uguale lunghezza e composizione su cui ripetere le
stesse analisi. Il confronto dei risultati degli allineamenti delle sequenze randomizzate con quelli
ottenuti dal precedente allineamento e stato fatto utilizzando il test del chi-quadro. | risultati di
questo test hanno validato i risultati dell’allineamento come significativi. Dei 4.803 miRNA di
piante analizzati, 2855 hanno nella regione al 5’ una sequenza identica a quella del seed di miRNA
umani, ma nessuno di essi € perfettamente identico a un miRNA umano per tutta la sua lunghezza.
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Questo risultato supporta l'ipotesi che il meccanismo attraverso il quale i miRNA di piante
potrebbero modulare o inibire I'espressione dei geni umani deve necessariamente essere molto
simile a quello usato dai miRNA endogeni. Questi risultati hanno permesso di passare al punto 3)
del workflow. La selezione dei miRNA di piante da utilizzare & stata orientata da un’analisi
funzionale dei gruppi di potenziali geni target cosi come riportati in miRTarBase (4), una banca dati
che contiene dati di validazione sperimentale di targeting di miRNA su geni umani. | dati contenuti
in questa banca dati sono stati estratti e riversati nella nostra banca dati, il che ci ha permesso di
mettere in correlazione diretta i miRNA di piante con seed identico ai miRNA umani con i geni
target sperimentalmente validati di questi ultimi in miRTarBase. L’analisi funzionale dei geni
umani, potenziali target dei miRNA di piante edibili con seed identico a quelli umani validati
sperimentalemente, & stata condotta utilizzando diversi strumenti come g:Profiler (5) e DAVID (6,
7) che forniscono dati circa I'arricchimento statistico delle liste di geni analizzate, attraverso tipi
diversi di test, in diversi processi biologici (Gene Ontology) e pathways (Reactome, KEGG)
utilizzando oltre che specifiche banche dati anche tecnologie di text e data mining per il clustering
dei geni in specifiche categorie funzionali. Gruppi funzionali specifici di geni sono stati anche
analizzanti con strumenti che consentono di rilevare network di interazione funzionale, come
StringDb (8) e Cluego (9). Il risultato di questa analisi ha permesso la selezione 7 miRNA di piante,
con seed identico (e quindi potenziali omologhi funzionali) di 35 miRNA umani, per la loro predetta
capacita di regolare geni coinvolti nel ciclo cellulare e quindi nella progressione tumorale e nella
formazione delle metastasi. Questi miRNA sono stati usati in singolo e in mix per trasfettare
colture cellulari immortalizzate di cellule di cancro al colon. | risultati dei saggi di proliferazione
cellulare effettuati in laboratorio a tempi e concentrazioni diverse dei miRNA selezionati (vedi
abstract Marzano et al.), hanno evidenziato una significativa riduzione della proliferazione
cellulare, supportando la validita dell’ipotesi di partenza e dell’analisi bioinformatica predittiva.
L’analisi di trascrittomica su campioni selezionati di cellule trasfettate a tempi diversi e stata
condotta utilizzando procedure standardizzate di analisi di dati NGS e di nuovo, le liste di geni
differenzialmente espressi ottenute dall’analisi statistica dei dati di trascrittomica con i su citati
strumenti di analisi funzionale, ci hanno permesso di individuare potenziali geni target che sono
stati poi validati sperimentalmente attraverso saggi di Luciferasi.

| risultati di questo studio, oltre che essere estremamente incoraggianti per il valore scientifico che
tali dati possono avere per ulteriori indagini sperimentali o lo sviluppo di interessanti applicazioni
per la ricerca scientifica nel campo della nutrigenomica, rappresentano un valido modello di
approccio multidisciplinare integrato tra la ricerca biologica e quella bioinformatica, un requisito
oramai indispensabile per lo studio delle scienze omiche.
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L'ocratossina A (OTA) e una micotossina prodotta da funghi ubiquitari dei generi Aspergillus e
Penicillium che contamina prodotti alimentari e mangimi in tutto il mondo.

In un recente studio pilota, I'OTA é risultata associata all’autismo, un disturbo del neurosviluppo
che colpisce prevalentemente i maschi e caratterizzato da difficolta nell’interazione sociale,
interessi ristretti e comportamenti ripetitivi. L'autismo € spesso associato ad altri disturbi come
inflammazione e aumento dello stress ossidativo.

L'OTA e nefrotossica, epatotossica e neurotossica soprattutto nei maschi che sono carenti
dell’enzima CYP4A3 che la metabolizza. Essa esercita la sua tossicita inducendo stress ossidativo,
infammazione e fibrosi attraverso meccanismi epigenetici e aumentando il rapporto
fenilalanina/tirosina. L'OTA é infatti composta da una molecola di isocumarina e da una di
fenilalanina (phe). Quest’ultima compete con la phe libera come substrato per la phe-idrossilasi
(che idrolizza la phe in tirosina, il precursore della L-DOPA) con conseguente accumulo di phe e
riduzione di L-DOPA e dei neurotrasmettitori catecolaminergici che ne derivano. Inoltre, un
accumulo di phe nel cervello forma fibrille simil-amilode.

A livello epigenetico, I'OTA modula I'espressione di alcuni microRNA: diminuisce il mir-29b,
inibitore della produzione del collagene, che si traduce in un aumento di quest’ultimo, alterazione
fibrotica e nefropatia. Una diminuzione del mir-29b inoltre aumenta l'espressione della B-
secretase (BACE1), I'enzima coinvolto nella produzione di  amiloide, il cui accumulo causa
amiloidosi compreso I’Alzheimer.

L'OTA stimola anche la sintesi di mir-132 come si verifica in alcune condizioni neuro-psichiatriche
compreso l'autismo e nello stress ossidativo. || mir-132 agisce nella regolazione reciproca dei geni
correlati all'autismo MECP2 e PTEN e diminuisce l'antiossidante Nrf2 aumentando i livelli di
ossidanti (ROS). | ROS, a loro volta, aumentano I'espressione del mir-200c che altera ulteriormente
i meccanismi antiossidativi e la plasticita sinaptica attraverso la inibizione dell’eme ossigenasi e
della neuroliginadX (NLGN4X). Sia MECP2 che NLGN4X sono coinvolti in disordini dello sviluppo
neurologico, incluso l'autismo, e sono mappati sul cromosoma X cosa che potrebbe spiegare la
prevalenza maschile di questo disturbo.

Sono necessari ulteriori studi in vitro e in vivo, da condurre separatamente nei due sessi, per
ottenere un quadro completo degli effetti epigenetici dell’OTA e per prevenirli o contrastarli.
Fondi: Interomix-OTANEXT-AUT
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