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INTRODUZIONE 

1.1 ERIPTOSI 

La durata media degli eritrociti maturi circolanti è di circa 100-120 giorni. 

L’eliminazione dei globuli rossi senescenti è mediata dall'attivazione del 

complemento e dalla proteina Banda 3 [1], con la conclusione del processo emolitico 

ad opera dei macrofagi nella milza. In condizioni di stress particolari, i globuli rossi 

possono essere rimossi prima del termine della loro vita naturale attraverso un 

processo di morte cellulare programmata noto come eriptosi [2]. Fino a pochi anni 

fa, si riteneva che gli eritrociti non potessero subire morte cellulare programmata a 

causa della mancanza di nucleo e mitocondri, organelli cruciali nel mediare 

l'apoptosi. Tuttavia, recenti evidenze sperimentali hanno dimostrato l’esistenza 

dell'eriptosi, un processo che regola l’eliminazione degli eritrociti danneggiati o 

senescenti [3]. Questo processo rappresenta un meccanismo fisiologico simile 

all'apoptosi delle cellule nucleate. Dal punto di vista fisiologico, l'eriptosi è cruciale 

poiché previene l’emolisi intravasale degli eritrociti, consentendone l’eliminazione 

senza la lisi delle membrane e il conseguente rilascio di contenuto intracellulare che 

potrebbe provocare infiammazione [4]. L’eriptosi e i processi emopoietici giocano 

un ruolo fondamentale nel mantenimento del numero di eritrociti circolanti. Una 

disfunzione di questi processi può alterare la concentrazione di eritrociti e, di 

conseguenza, la capacità di ossigenazione dei tessuti. Negli individui sani esiste un 

equilibrio dinamico tra i processi emopoietici del midollo osseo, che rilascia 

eritroblasti, e i processi emocataretici, che attraverso i macrofagi rimuovono gli 

eritrociti senescenti. Questo equilibrio è regolato finemente dall’eritropoietina [5]. I 

segni distintivi dell'eriptosi includono lo shrinkage cellulare, il blebbing della 

membrana e l’esposizione della fosfatidilserina sul foglietto esterno della 

membrana. Gli stimoli più comuni che inducono eriptosi comprendono lo shock 
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iperosmotico [6], la deplezione energetica [7], lo stress ossidativo [8], l'aumento della 

temperatura [9] e l'esposizione a vari xenobiotici. Tra le sostanze studiate come 

induttori dell'eriptosi vi sono gli ioni Al3+ [10], l'amantadina[11], l’amiodarone [12], lo 

ione Cadmio [13], l’acido α-lipoico [14], l’acroleina [15] e gli ossisteroli [16]. 

 

Figura 1. Immagini di quattro stadi differenti del processo eriptotico[17] 

1.2 MECCANISMI MOLECOLARI DELL’ERIPTOSI 

Diversi meccanismi molecolari sono coinvolti nell'eriptosi. Il meccanismo 

predominante è l'aumento della concentrazione citoplasmatica di ioni Ca2+, che si 

verifica a seguito di stress ossidativo, shock iperosmotico e deplezione di glucosio. 

In condizioni fisiologiche, l'omeostasi del Ca2+ è mantenuta tramite l'azione 

sinergica delle pompe per il Ca2+, che sono meccanismi di estrusione ATP-

dipendenti, e dei canali del Calcio, che consentono l'ingresso di Ca2+ extracellulare.  
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Figura 2. Diagramma che illustra le vie di segnalazione dell’eriptosi [18]. 

Stimoli pro-eriptotici attivano la fosfolipasi A2 (PLA2), che catalizza la liberazione 

di acido arachidonico (AA) mediante idrolisi del legame in posizione 2' dei 

fosfolipidi di membrana. L'AA è successivamente metabolizzato dalla 

prostaglandina endoperossido sintasi (PGHS), o ciclossigenasi (COX), a 

prostaglandina E2. Gli ioni Ca2+ penetrano nel citosol dell’eritrocita attraverso 

canali cationici non selettivi, stimolati dalla PGE2 [18]. L’aumento dei livelli di Ca2+ 

induce l’attivazione dei canali del potassio (K+) dipendenti dal calcio, noti anche 

come canali di Gardos. Questa attivazione provoca l'uscita di ioni K+ e Cl- dallo 

spazio intracellulare, risultando in un'iperpolarizzazione della membrana e una 

riduzione del volume cellulare (shrinkage) tipica degli eritrociti eriptotici [19].  

L'aumento di Ca2+ stimola anche la Calpaina, un'endopeptidasi cisteinica 

responsabile della degradazione del citoscheletro degli eritrociti e del blebbing di 

membrana, che contribuisce all’aumento dell’adesività degli eritrociti [20]. Sebbene 

le caspasi siano mediatori essenziali dell'apoptosi nelle cellule nucleate, negli 

eritrociti la µ-calpaina è la proteasi principale coinvolta nel clivaggio di varie 

proteine di membrana, causando alterazioni morfologiche della cellula [21]. 
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Nonostante sia stato dimostrato che le caspasi eritrocitarie sono funzionalmente 

attive in vitro, non era chiaro il ruolo della caspasi 8 nel processo eriptotico, poiché 

non veniva attivata in risposta a molti stimoli eriptotici [22]. Tuttavia, studi 

successivi hanno rivelato che le caspasi svolgono un ruolo funzionale negli eritrociti 

maturi, con fenomeni specifici come la traslocazione di FAS nei rafts di membrana, 

la formazione di un complesso associato a FAS, e l’attivazione delle caspasi 3 e 8, 

tutti indipendenti dall'attivazione della calpaina e stimolati da specie reattive 

dell'ossigeno come l’idroperossido di terz-butile o la fenilidrazina [23]. La perdita di 

ioni Cl- determina un ulteriore rilascio di PGE2, che aumenta i livelli intracellulari 

di Ca2+. L'attivazione della PLA2 non solo porta alla produzione di PGE2, ma 

stimola anche il rilascio del fattore attivante le piastrine (PAF). Il PAF è un potente 

attivatore della scramblasi, una proteina responsabile del trasferimento dei 

fosfolipidi tra i due strati del doppio strato lipidico della membrana plasmatica, e 

contribuisce alla sua attivazione insieme alla produzione di PGE2. Inoltre, il PAF 

stimola l’attività della sfingomielinasi di membrana. Le sfingomielinasi, enzimi 

ubiquitari, catalizzano l’idrolisi della sfingomielina della membrana cellulare, 

generando ceramide, un lipide che agisce da secondo messaggero intracellulare sia 

nel differenziamento cellulare che nell’apoptosi. L'aumento del ceramide in 

membrana, insieme al Ca2+, determina l’attivazione delle scramblasi e l’inibizione 

delle flippasi. Queste, a differenza delle scramblasi, sono proteine transmembrana 

selettive: rimuovono determinati fosfolipidi dal foglietto esterno della membrana e 

li capovolgono nel foglietto esposto verso il citosol. L’effetto finale dell’attivazione 

delle scramblasi e la simultanea inibizione delle flippasi, fa sì che la fosfatidilserina 

(PS) resti esternalizzata. Questo meccanismo potrebbe avere un ruolo chiave per la 

caratteristica adesività riscontrata negli eritrociti eriptotici che può essere causa di 

compromissioni a livello del microcircolo [24, 27]. 
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Altri studi hanno rivelato che la deplezione energetica può ridurre l'attività della 

Calcio-ATPasi, diminuendo l’efflusso di Ca2+ e aumentando così la sua 

concentrazione nel citosol, il che innesca i meccanismi precedentemente descritti. 

La carenza energetica riduce anche l'attività enzimatica della glutatione reduttasi, 

che rigenera il glutatione ridotto (GSH), portando a una deplezione delle difese 

antiossidanti degli eritrociti e a una maggiore suscettibilità allo stress ossidativo. In 

condizioni normali di energia, la fosfatidilserina è mantenuta nel versante interno 

della membrana grazie all'attività ATP-dipendente della flippasi. Una riduzione di 

quest'attività comporta un aumento della PS esternalizzata. Studi recenti hanno 

anche indicato il coinvolgimento della proteina chinasi p38 nel meccanismo che 

innesca l'eriptosi in risposta a shock iperosmotico [28]. Infine, la deplezione 

energetica può portare all'attivazione della proteina chinasi C (PKC), una 

serina/treonina chinasi che, fosforilando proteine di membrana, stimola l'eriptosi [8 

- 29]. Tutti questi meccanismi convergono nel mantenere la PS sulla superficie 

esterna della membrana. La perdita della simmetria della membrana e 

l'esternalizzazione della PS stimolano la fagocitosi da parte dei macrofagi, che 

assicurano la rimozione degli eritrociti eriptotici dalla circolazione sanguigna [30]. 

1.3 FUMO DI TABACCO  
Il fumo di tabacco è riconosciuto come una delle principali cause di molte patologie 

e danni alla salute umana, costituendo la principale causa prevenibile di mortalità, 

con oltre sei milioni di decessi annuali a livello globale. Numerosi studi degli ultimi 

decenni hanno esaminato l'impatto negativo del fumo sulla salute, attribuendolo alle 

varie sostanze tossiche e ai prodotti di combustione presenti nel fumo stesso. La 

pianta del tabacco, appartenente alla famiglia delle Solanacee, è originaria 

dell'America del Sud e si è diffusa a livello mondiale. La composizione chimica del 

fumo di tabacco è influenzata da molteplici fattori, tra cui i metodi di coltivazione, 
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l'uso di fertilizzanti e pesticidi, le varietà di tabacco e le lavorazioni effettuate dopo 

la raccolta. Durante la combustione del tabacco, che raggiunge temperature di circa 

800°C, si generano oltre 3900 sostanze, tutte considerate nocive per la salute umana 

[31]. Il fumo di tabacco è un aerosol complesso composto da una fase gassosa e una 

fase particolata, contenente i suoi costituenti principali. Tra questi, nella fase 

particolata si trovano la nicotina, il catrame, gli idrocarburi policiclici aromatici 

(IPA) e le nitrosammine specifiche del tabacco (NTS). Nella fase gassosa, invece, 

si ritrovano idrocarburi a basso peso molecolare come benzene, butadiene e toluene, 

mentre l'acido cianidrico e l'ammoniaca sono presenti in entrambe le fasi [32]. La 

direttiva europea 2001/37/CE, recepita in Italia con il decreto legislativo n. 184 del 

24 giugno 2003 e pubblicata nella Gazzetta Ufficiale n. 169 del 23 luglio 2003, ha 

stabilito limiti massimi per il catrame (10 mg per sigaretta) e introdotto per la prima 

volta limiti per la nicotina (1 mg per sigaretta) e per il monossido di carbonio (10 

mg per sigaretta). Inoltre, il fumo di sigaretta contiene due gruppi distinti di radicali 

liberi: radicali a lunga vita nella fase particolata e radicali a vita breve nella fase 

gassosa.  Il principale radicale nella fase particolata è costituito dal complesso 

chinone-idrochinone, un sistema redox molto reattivo che può ridurre l'ossigeno 

molecolare a radicale superossido, successivamente convertito in perossido di 

idrogeno e radicale idrossilico. Nella fase gassosa del fumo, si trovano invece 

piccoli radicali alchilici e alcossilici, che possiedono una reattività notevolmente 

superiore rispetto ai radicali presenti nella fase particolata [33]. 

1.4 PRODOTTI DI FUMO ALTERNATIVO: e-CIG E THP 
Come già riportato, il fumo di sigaretta è riconosciuto come una delle principali 

cause prevenibili di mortalità in tutto il mondo. Le strategie preventive si sono 

concentrate per decenni sulla prevenzione dell'iniziazione al fumo e sulla 

promozione della cessazione del fumo. Tuttavia, recenti scoperte hanno portato alla 
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luce una terza tecnica per ridurre i danni causati dal fumo: l'adozione di prodotti 

considerati meno dannosi perché bruciano il tabacco a temperature più basse. A 

partire dagli inizi degli anni 2000, le industrie del tabacco, tra cui Philip Morris 

International, hanno sviluppato e sostenuto i "next generation products" (NGP), che 

includono dispositivi per il riscaldamento del tabacco (THP) e sigarette elettroniche 

(e-Cig). Le sigarette elettroniche funzionano riscaldando e vaporizzando una 

soluzione liquida che contiene glicole propilenico (PG), glicerolo vegetale (VG), 

nicotina e spesso aromi. I THP, al contrario, producono aerosol riscaldando un 

piccolo componente chiamato heatstick a circa 350 °C [34], a differenza della 

combustione diretta del tabacco a 800 °C. Il contenuto di sostanze nocive associate 

alla combustione viene notevolmente ridotto attraverso questo processo [35].  

 

Figura 3. Stick di tabacco A: Film di tabacco ricostituito, costituito da tabacco essiccato 
(70%), umettanti (acqua e glicerina) per favorire la formazione di aerosol, agenti leganti e 
agenti aromatici.  B: Tubo cavo in acetato.  C: Filtro a film polimerico che raffredda 
l'aerosol. D: Bocchino in morbido acetato di cellulosa, che imita la sensazione di una sigaretta 
tradizionale. 

Nel dettaglio, i THP impiegano un tappo di tabacco all'interno di un tubo cavo di 

acetato, dotato di filtri in pellicola polimerica e acetato di cellulosa. Il tappo di 

tabacco in questi dispositivi pesa circa 320 mg, rispetto ai 550-700 mg di filler 

presenti nelle sigarette tradizionali, contribuendo a una riduzione significativa delle 

emissioni tossiche. Alla fine degli anni '80, un prodotto simile, il Premier di RJ 
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Reynolds [36], dimostrava basse emissioni ambientali e poteva fornire nicotina se 

utilizzato intensivamente in un ambiente di laboratorio. Tuttavia, la sua accettabilità 

era limitata a causa del sapore sgradevole e delle difficoltà legate all'uso quotidiano 

[37]. Recentemente, l'IQOS, sviluppato da Philip Morris International, ha fatto il suo 

ingresso sul mercato come un dispositivo di riscaldamento del tabacco che non 

brucia il prodotto [38]. Diversamente dai predecessori Premier ed Eclipse, l'IQOS è 

costituito da un dispositivo a batteria con una piastra metallica riscaldante e un 

breve bastoncino di tabacco inserito nel sistema. Questo prodotto preriscalda il 

bastoncino per circa 20 secondi e mantiene una temperatura sufficiente a produrre 

aerosol per tutta la durata dell'utilizzo, fino all'esaurimento della batteria.  

 

Figura 4. Prodotto heat-not-burn testato in questo studio (iQOS), composto da un caricabatterie 
(A), il dispositivo (B) e la scatola di bastoncini di tabacco (C).    
 
In contrasto, le e-Cig producono calore solo quando sono attivate e la temperatura 

della serpentina può abbassarsi fino ai livelli ambientali tra un tiro e l'altro. Una 

parte significativa dell'energia per ogni tiro successivo viene utilizzata per 

riscaldare la serpentina fino al punto di evaporazione del liquido [39]. Sebbene le 

sigarette elettroniche siano generalmente considerate un'alternativa più sicura 

A 

B 

C 



 12 

rispetto alle sigarette tradizionali, poiché non contengono tabacco e producono un 

aerosol senza combustione, la loro sicurezza complessiva rimane oggetto di 

indagini. Le e-cig vaporizzano liquidi contenenti glicole propilenico, glicerolo, 

nicotina e aromi a temperature di circa 200–250 °C [40]. 

Tuttavia, è cruciale riconoscere che alcuni dispositivi per sigarette elettroniche 

possono produrre prodotti di pirolisi, come aldeidi reattive e specie ossidanti, 

analoghi a quelli generati dalla combustione del tabacco. Questo suggerisce che, 

sebbene le e-Cig possano presentare un profilo di rischio inferiore rispetto alle 

sigarette convenzionali, non sono privi di potenziali rischi correlati [41]. 

 

Figura 5. Tipologia di sigaretta elettronica testata in questo studio (eCig) 

1.5 IMPATTO DEL FUMO DI TABACCO SULLA SALUTE 

UMANA 
Numerose sostanze presenti nel fumo di sigaretta hanno dimostrato capacità 

cancerogene, agendo sia come agenti iniziatori nello sviluppo di tumori che come 

promotori della loro crescita. Le mutazioni cellulari indotte da tali sostanze rendono 

il fumo di tabacco una delle principali cause di carcinoma polmonare [42]. Tuttavia, 

le implicazioni fisiopatologiche del fumo di tabacco si estendono ben oltre il cancro 

polmonare. Studi recenti hanno evidenziato che il fumo di tabacco può indurre 

reflusso gastroesofageo, riducendo la pressione di riposo dello sfintere esofageo 
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inferiore di circa il 37% entro due o tre minuti dall'esposizione [43]. Inoltre, il fumo 

di sigaretta può alterare significativamente il microbioma umano, influenzando 

negativamente i microbiomi parodontale, gastrointestinale e respiratorio. I fumatori 

presentano, in generale, una maggiore abbondanza di batteri anaerobi nel loro 

microbioma gastrointestinale rispetto ai non fumatori, suggerendo che la natura 

immunosoppressiva del tabacco possa alterare la composizione microbica [44]. Il 

fumo di tabacco è altresì associato a modifiche dell’epitelio bronchiale, 

compromettendo la funzione muco-ciliare e favorendo lo sviluppo di bronchite 

cronica. I radicali liberi presenti nel fumo accelerano il danno respiratorio, 

contribuendo alla progressione della bronchite cronica verso l'enfisema [45]. Inoltre, 

il fumo di sigaretta è implicato nello sviluppo di infiammazione cronica, allergie, 

asma e altre patologie polmonari [46]. Altri studi hanno rivelato una correlazione tra 

il consumo di tabacco e un incremento del rischio di sviluppare iperplasia prostatica 

e disfunzione erettile [47]. Gli impatti maggiori del fumo sono a carico dell’apparato 

cardiovascolare. È riconosciuto come uno dei principali fattori di rischio per lo 

sviluppo di aterosclerosi. Il meccanismo patologico alla base di questa condizione 

inizia con uno stato di stress ossidativo che stimola l'endotelio vascolare, inducendo 

l'espressione di molecole di adesione e il reclutamento di macrofagi e piastrine. 

Questo stress ossidativo riduce i livelli di ossido nitrico (NO) nelle cellule 

endoteliali, alterando l'equilibrio tra sostanze vasodilatatrici e vasocostrittrici e 

compromettendo la funzione delle cellule muscolari lisce dei vasi sanguigni. In 

risposta all'esposizione al fumo, le cellule endoteliali rilasciano citochine 

infiammatorie e pro-aterogene, contribuendo alla disfunzione endoteliale. I 

composti del fumo e le specie reattive dell'ossigeno e dell'azoto (RONS) causano 

danni diretti alle cellule endoteliali, portando ad apoptosi o necrosi. Inoltre, 

l'espressione dei recettori delle molecole di adesione sui macrofagi favorisce 
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l'adesione e la migrazione attraverso l'endotelio, permettendo l'assorbimento di 

lipidi ossidati mediato dai recettori scavenger. Questo processo conduce alla 

formazione di cellule schiumose all'interno della parete aortica, la cui successiva 

morte rilascia lipidi e contribuisce alla formazione di placche aterosclerotiche. Il 

fumo induce anche un aumento della proliferazione e della migrazione delle cellule 

muscolari lisce, favorendo l'ispessimento della tonaca intima e la formazione di 

placche. La necrosi delle cellule muscolari lisce stimola segnali infiammatori e il 

rilascio di enzimi proteolitici intracellulari, che degradano le proteine della matrice 

extracellulare. L'aumento dell'espressione delle metalloproteasi della matrice 

(MMP) e la ridotta espressione dei loro inibitori amplificano ulteriormente la 

distruzione della matrice extracellulare [48]. Oltre all'aterosclerosi, il fumo di 

sigaretta è associato a un maggiore rischio di ospedalizzazione per insufficienza 

cardiaca. In passato, il fumo era considerato un predittore non significativo di 

fibrillazione atriale (FA), ma nuove evidenze indicano che è in realtà un importante 

fattore di rischio per questa aritmia. L'associazione tra fumo e tromboembolia 

venosa (TEV) resta controversa; nei forti fumatori, la TEV si verifica 

frequentemente in seguito allo sviluppo di cancro o infarto del miocardio, rendendo 

difficile isolare gli effetti specifici del fumo su questa patologia [49]. 

1.6 IMPATTO DELL’USO DI PRODOTTI DI FUMO 

ALTERNATIVO SULLA SALUTE UMANA 

Sigarette elettroniche (e-Cig) 
Comprendere la tossicologia dei liquidi per e-Cig è complicato anche per l’utilizzo 

di liquidi non regolamentati e fatti in casa. Alcuni utenti, infatti, considerano le e-

Cig come un hobby, producendo i propri liquidi e fabbricando su misura i 

dispositivi. I contenuti di queste formulazioni di liquidi sono completamente 

sconosciuti e privi di regolamentazione [50]. 
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Il CDC (Centers for Disease Control and Prevention) negli Stati Uniti ha segnalato, 

in un solo anno, oltre 2800 casi di lesioni polmonari correlate al vaping e più di 60 

decessi. Le indagini effettuate hanno messo in luce lesioni polmonari acute tossiche, 

come pneumonite fibrinosa, danno alveolare diffuso e polmonite organizzativa 

[51,54]. La cessazione dell’utilizzo dei dispositivi ha portato miglioramenti clinici 

nella maggior parte dei pazienti [55]. Tra i componenti che presentano una maggiore 

tossicità vi è il diacetile. Quest’ultimo viene utilizzato negli aromi dei liquidi, ed è 

stato associato a bronchiolite obliterante [56]. Sebbene il diacetile sia stato 

identificato come un possibile fattore causale, il suo ruolo preciso rimane incerto, 

poiché è stato rilevato anche nel fumo di sigaretta senza un aumento significativo 

dei casi di bronchiolite obliterante tra i fumatori [57]. I produttori di liquidi hanno 

iniziato a pubblicizzare prodotti "senza diacetile", ma alcune formulazioni 

contengono ancora il composto [58,60]. Alcuni studi, inoltre, suggeriscono che le e-

Cig possono peggiorare le malattie polmonari ostruttive. In uno studio, i 

partecipanti che avevano usato e-Cig erano due volte più propensi a manifestare 

sintomi di bronchite rispetto a quelli che non avevano mai usato e-Cig [61]. In 

laboratorio, l'uso di e-Cig ha alterato la funzione polmonare e l'infiammazione nei 

pazienti asmatici [62]. Studi su animali hanno dimostrato che i topi esposti ai fluidi 

delle e-Cig presentano un aumento dell'iperattività delle vie aeree e altre alterazioni 

polmonari [63]. L’utilizzo quotidiano di e-Cig è stato associato a un aumento del 

rischio di infarto miocardico, nonostante tale rischio sia relativamente inferiore 

rispetto all'uso quotidiano di sigarette convenzionali [64]. L'uso delle e-Cig è stato 

anche associato a un aumento della frequenza cardiaca e della pressione sanguigna 

[65], aumento di stress ossidativo [66] e alterazioni del flusso vascolare [67]. In topi 

esposti a e-Cig contenenti nicotina, le cellule cardiache hanno presentato 

caratteristiche strutturali indicative di cardiomiopatia [68]. Le cellule endoteliali 
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esposte a diversi e-liquids hanno mostrato vari tipi di danno cellulare, tra cui una 

minore vitalità cellulare e un aumento della formazione di ROS [69]. Il vaping ha un 

rapporto rischio-beneficio significativamente diverso negli adolescenti, che sono 

esposti per la prima volta alla nicotina e non utilizzano le e-Cig con l'intento di 

smettere di fumare; tuttavia, negli adulti che utilizzano tali dispositivi come ausilio 

per la cessazione del fumo, può comportare una riduzione del rischio 

cardiovascolare [70]. 

Dispositivi per il riscaldamento del tabacco (THP) 

Per quanto riguarda i dispostivi per il riscaldamento del tabacco, la maggior parte 

degli studi, ad oggi, sono stati effettuati sul dispositivo commercializzato da Philip 

Morris, la quale afferma che iQOS è meno dannoso rispetto alle sigarette 

tradizionali. Tuttavia, questa affermazione non trova riscontro negli studi clinici 

effettuati della stessa azienda. Per citare qualche esempio, in una coorte americana 

di 88 utenti, suddivisi in consumatori di THP, fumatori di sigarette convenzionali e 

non fumatori, solo uno dei 24 biomarker ha mostrato miglioramenti rilevanti 

rispetto al consumo di sigarette tradizionali. Tra i biomarker che mostravano lievi 

miglioramenti passando a iQOS, si riscontra un aumento dei livelli di lipoproteine 

ad alta densità e una riduzione di alcuni indicatori infiammatori (conteggio dei 

globuli bianchi, ICAM-1 solubile e prostaglandina F2α) [71]. Sia gli studi in vivo che 

quelli in vitro suggeriscono effetti negativi sulla salute cardiovascolare. In uno 

studio effettuato su fumatori suddivisi in consumatori di sigarette tradizionali, e-

Cig e THP, tutti e tre i trattamenti inducevano un aumento significativo della 

proteina NADPH ossidasi-2 nel sangue, come indicatore di stress ossidativo. 

Inoltre, veniva riscontrata una significativa riduzione della dilatazione mediata dal 

flusso, indicatore di disfunzione endoteliale vascolare [72]. Questi risultati clinici 

vengono confermati da studi in vivo in ratti esposti a iQOS o al fumo di sigaretta, 
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che mostrano un'inibizione della dilatazione mediata dal flusso arterioso. In 

macrofagi murini RAW 264.7 esposti agli aerosol di THP si riscontrava un aumento 

dello stress ossidativo (elevati livelli di ROS e GSH) in maniera tempo e dose-

dipendente, sebbene in quantità inferiore rispetto a quelli riscontrati in macrofagi 

esposti al fumo di sigaretta [73]. Un altro studio condotto su 22 fumatori senza 

comorbidità ha mostrato effetti acuti simili dei dispositivi THP e delle sigarette 

tradizionali su un pannello di valutazioni cardiovascolari: frequenza cardiaca, 

pressione sanguigna, velocità dell'onda di pulsazione carotidea-femorale e velocità 

dell'onda di pulsazione brachiale-caviglia. Questi risultati erano significativamente 

elevati rispetto ai valori basali, suggerendo che i THP potrebbero indurre rigidità 

arteriosa [74]. In un altro studio in vivo, i ratti esposti a iQOS mostravano 

infiammazione polmonare. Inoltre, gli esseri umani che passano dalle sigarette 

combustibili a iQOS non mostravano miglioramenti nella funzione polmonare o 

nell'infiammazione [75]. Dopo l'uso di iQOS, uno studio clinico su fumatori sani e 

non fumatori ha mostrato un aumento della resistenza delle vie aeree e significative 

riduzioni acute della funzione polmonare [76]. Inoltre, studi in vitro con aerosol di 

iQOS hanno dimostrato che la citotossicità colpisce le cellule epiteliali bronchiali 

umane e altre cellule del sistema respiratorio [77,78].  

Infine, occorre sottolineare che la letteratura scientifica in merito è ancora scarsa e 

in continua evoluzione, infatti ulteriori effetti nocivi sulla salute potrebbero 

emergere con studi più approfonditi sui prodotti THP.  

1.7 CORRELAZIONE TRA FUMO DI TABACCO ED ERIPTOSI 
Numerosi studi hanno dimostrato che l’aumento dei livelli di sostanze ossidanti 

derivanti dal fumo di tabacco, associato a una ridotta capacità antiossidante totale 

nel sangue dei fumatori, suggerisce che le tossine del fumo possono diffondersi 

nella circolazione sanguigna, causando danni cellulari. Questi danni includono 
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l'emolisi dei globuli rossi, alterazioni fisico-chimiche della membrana degli 

eritrociti, perossidazione lipidica e infiammazione [79]. Il fumo di sigaretta è stato 

anche associato a modifiche dei parametri ematologici e lipidici, come l'aumento 

dei livelli di emoglobina, ematocrito, conta leucocitaria totale, colesterolo totale, 

trigliceridi, LDL e VLDL, e una riduzione dei livelli di HDL [80, 81]. Inoltre, nei 

fumatori sono stati osservati elevati livelli di proteina C-reattiva (CRP), un 

marcatore sierico non specifico di infiammazione sistemica [82]. In vivo, il fumo di 

sigaretta ha rivelato un aumento dell'emolisi degli eritrociti e dei livelli di specie 

reattive dell'ossigeno (ROS), una diminuzione dei gruppi sulfidrilici (-SH), e 

modifiche nella fluidità della membrana e nella morfologia degli eritrociti rispetto 

ai non fumatori [83]. Nonostante le differenze osservate tra fumatori e non fumatori 

riguardanti biomarcatori legati allo stress ossidativo, all'infiammazione e ai 

parametri lipidici, non era stata precedentemente dimostrata un'aumentata eriptosi 

nei fumatori. Tuttavia, uno studio recente ha correlato i livelli di eriptosi con il fumo 

di sigaretta [84]. Questo studio ha avuto come obiettivo l'analisi dell'effetto del fumo 

di tabacco sull’esternalizzazione della fosfatidilserina negli eritrociti, un indicatore 

chiave dell'eriptosi. Non sono state riscontrate modifiche significative nei parametri 

ematologici, ma è stato osservato un incremento della conta leucocitaria nei 

fumatori, suggerendo una condizione di infiammazione sistemica. Il livello di 

proteina C-reattiva (PCR), un biomarcatore dell'infiammazione, era 

significativamente più elevato nel gruppo dei fumatori rispetto ai non fumatori e 

mostrava una correlazione positiva con la percentuale di eritrociti eriptotici. Questo 

studio ha quindi dimostrato una relazione tra stato di infiammazione sistemica ed 

eriptosi nei fumatori. Contrariamente alle aspettative, non è stata osservata una 

minore resistenza all'emolisi nei fumatori moderati rispetto ai controlli, il che 

potrebbe essere attribuito all’aumento dell’ossido nitrico e degli enzimi 
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antiossidanti (catalasi, superossido dismutasi e glutatione perossidasi), che 

potrebbero neutralizzare i radicali liberi prodotti dal fumo e proteggere le cellule 

dall'emolisi. Inoltre, sono state osservate riduzioni dei livelli di glutatione ridotto 

(GSH) nei globuli rossi dei fumatori moderati e negli eritrociti esposti a nicotina e 

cotinina ex vivo [84]. Questi risultati suggeriscono che lo stato infiammatorio e 

l'ambiente ossidativo indotti dal fumo di sigaretta sono associati a un aumento 

dell'eriptosi, una relazione che potrebbe essere implicata nella patogenesi delle 

malattie cardiovascolari nei fumatori. Queste ultime evidenze hanno sollevato 

interrogativi su come il fumo possa stimolare questo processo e quali siano i 

meccanismi coinvolti. A tal fine, uno studio condotto presso il laboratorio di 

Biochimica del Dipartimento STEBICEF dell’Università degli Studi di Palermo ha 

utilizzato un modello di estratto di fumo di sigaretta (CSE) per indagare i 

meccanismi con cui il fumo di sigaretta danneggia i globuli rossi (RBC). In questo 

studio, il trattamento dei globuli rossi umani con CSE induceva l'esternalizzazione 

della fosfatidilserina (PS) in modo dose-dipendente, accompagnata da una 

diminuzione del volume cellulare, indicativa di morte cellulare. Tuttavia, il CSE 

non influenzava i livelli cellulari di Ca2+ né ha indotto uno squilibrio redox, valutato 

tramite l'analisi delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) o del glutatione ridotto 

(GSH). È stato rivelato che il CSE induce un pathway eriptotico estrinseco, 

caratterizzato dall’oligomerizzazione del recettore FAS e dall'assemblaggio del 

Death-Inducing Signaling Complex (DISC), con successiva attivazione delle 

caspasi 8 e 3 entro 6 ore dal trattamento. Inoltre, il CSE ha provocato una 

sovrapproduzione di ceramide, dipendente dall'attività della sfingomielinasi neutra, 

e la fosforilazione della p38 MAPK. L'inibizione specifica di p38 MAPK ha 

dimostrato che l'attivazione di questa chinasi è necessaria per l’attivazione del 

pathway di morte mediata da recettore. L'analisi ex vivo su eritrociti di soggetti 
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fumatori e non fumatori ha confermato la maggiore presenza di p38 MAPK 

fosforilata, di FADD e di caspasi-8 in membrana dei globuli rossi dei fumatori, 

sottolineando la rilevanza di questi meccanismi in vivo. In sintesi, lo studio ha 

dimostrato che l'esposizione al fumo di sigaretta induce un pathway apoptotico 

estrinseco negli eritrociti, mediato dall'assemblaggio del DISC, attivato da p38 

MAPK e seguito dall'attivazione delle caspasi 8 e 3 tramite la formazione di 

ceramide. Questi risultati forniscono una comprensione più dettagliata dei 

meccanismi attraverso i quali il fumo di sigaretta può danneggiare i globuli rossi 

[85]. 

 

Figura 6. Immagine riassuntiva del pathway di eriptosi estrinseca indotto da CSE 

1.8 INDICAXANTINA 
L'avanzamento nella comprensione della biologia redox [86] ha suscitato un interesse 

crescente sugli effetti sulla salute e sui meccanismi d'azione delle sostanze 

fitochimiche redox-attive presenti nella nostra alimentazione quotidiana. I 

fitochimici costituiscono un gruppo di composti appartenenti ai metaboliti 
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secondari delle piante. La loro biosintesi avviene in risposta a condizioni ambientali 

sfavorevoli o a stimoli di stress esogeni che provocano un incremento delle specie 

reattive dell'ossigeno (ROS), modificando l'equilibrio redox della pianta. Tali 

molecole, che si integrano nel potente sistema antiossidante composto da enzimi, 

proteine redox e piccole molecole come il GSH e le vitamine antiossidanti, 

svolgono un ruolo cruciale nel mantenimento dell'omeostasi redox della pianta [87-

89]. In accordo con il principio dell'ormesi, queste molecole rappresentano una 

risposta adattativa delle piante a condizioni di stress e ambienti pro-ossidanti [88]. A 

loro volta, esse agiscono come xenobiotici, attivando risposte riparative mirate al 

ripristino dell'equilibrio redox cellulare [90-93], conferendo così maggiore resilienza 

all'organismo che le assimila. In un approccio parallelo ma complementare, la 

capacità dell'organismo di gestire e sfruttare il potenziale delle sostanze 

fitochimiche è inquadrata nel concetto di omeostasi adattativa [94]. Secondo tale 

concetto, l'omeostasi cellulare è un processo dinamico che scaturisce da un 

adattamento continuo e transitorio a lievi stress, i quali attivano risposte 

citoprotettive, preparando l'organismo a reagire meglio a futuri stress senza 

provocare danni immediati o richiedere processi riparativi. I fitochimici possono 

indurre effetti benefici a livello cellulare modulando le vie di segnalazione redox-

dipendenti, le quali a loro volta regolano l'attivazione di fattori di trascrizione e geni 

coinvolti nella detossificazione di fase II, nel mantenimento dell'equilibrio redox 

cellulare e in altre forme di difesa cellulare [91,95]. Inoltre, è stato dimostrato che 

questi composti sono in grado di influenzare l'espressione proteica mediante 

meccanismi di modulazione epigenetica, configurandosi come una strategia 

avanzata per fornire protezione a lungo termine [96]. Un fitochimico di crescente 

interesse, grazie alle sue caratteristiche uniche, è l'indicaxantina. 
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Figura 7. Struttura molecolare dell’indicaxantina 

 

L'indicaxantina (IND) è una betaxantina, un pigmento vegetale appartenente alla 

famiglia delle betalaine, composti idrosolubili presenti in determinate specie 

vegetali. La più alta concentrazione di indicaxantina è stata rilevata nel frutto del 

cactus Opuntia ficus-indica (L. Mill), comunemente noto come fico d'India, una 

pianta che prospera in numerosi ambienti ostili, dai climi caldi e aridi del Messico 

a specifiche regioni dell'Africa, dell'Asia e del bacino del Mediterraneo [97]. 

L'Indicaxantina è il principale pigmento responsabile della caratteristica 

colorazione giallo-arancio della polpa del frutto, e la sua concentrazione può variare 

in funzione del grado di maturazione del frutto, delle condizioni ambientali e delle 

specifiche varietà del cactus [98]. 

 

Figura 8. L'indicaxantina è il pigmento giallo-arancio tipico del frutto di fico d'india. 
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IND è un fitochimico di crescente interesse per le sue spiccate proprietà 

antiossidanti e il potenziale impiego come terapia di supporto nei pazienti affetti da 

talassemia. Studi recenti hanno esaminato gli effetti protettivi di questo pigmento 

sui globuli rossi beta-talassemici umani esposti a emolisi ossidativa in vitro, indotta 

da cumene idroperossido. I risultati hanno evidenziato che l'Indicaxantina migliora 

significativamente la resistenza all'emolisi in modo dose-dipendente. Inoltre, si è 

osservato che è in grado di prevenire l'ossidazione dei lipidi e dell'emoglobina (Hb), 

e ritarda la deplezione di antiossidanti chiave come la vitamina E e il glutatione 

(GSH), supportando così il sistema antiossidante endogeno della cellula [99]. Inoltre, 

è stato dimostrato che l'IND è in grado di inibire la disfunzione delle cellule 

endoteliali umane mediata dalle LDL ossidate attraverso l'inibizione 

dell'attivazione di NF-κB [98]. L'indicaxantina inibisce l'attivazione della NADPH 

ossidasi e il rilascio di mediatori infiammatori NF-κB-dipendenti, prevenendo 

inoltre l'aumento della permeabilità epiteliale in cellule Caco-2 stimolate con IL-1β 

[100]. È inoltre un efficace scavenger dei radicali lipoperossilici, con effetti 

antiossidanti nei liposomi che sembrano dipendere dalle sue interazioni con il 

bilayer fosfolipidico [101]. È stato dimostrato che l’IND, dopo l’ingestione, può 

accumularsi nelle LDL [102] e nei globuli rossi, dove è in grado di aumentare la 

resistenza delle cellule all'emolisi ossidativa indotta ex vivo nell'uomo [103]. Dopo 

aver indagato sugli effetti anti-apoptotici della molecola in cellule nucleate [104, 105], 

è stato effettuato uno studio sulla morte programmata dei globuli rossi. In quel 

lavoro, l’IND utilizzata fino alla concentrazione di 5 µM, preveniva l’eriptosi 

indotta da una miscela di ossisteroli alle concentrazioni che mimavano una 

condizione di ipercolesterolemia, riducendo i livelli di fosfatidilserina esposta sul 

versante esterno di membrana e diminuendo l'adesione degli eritrociti ai monostrati 

cellulari endoteliali [106]. Dal punto di vista nutrizionale, l'Indicaxantina è altamente 
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biodisponibile nell'uomo, grazie a diversi fattori che influenzano il suo 

assorbimento [107]. In studi condotti su volontari che hanno consumato 500 g di 

polpa di fico d'India (pari a 28 mg di Indicaxantina), è stato riscontrato un elevato 

assorbimento della molecola. Il picco plasmatico di 6,9 ± 0,54 μM è stato raggiunto 

dopo 180 minuti (Tmax), con un'emivita di 156 minuti (T1/2) e un'escrezione 

urinaria del 76% entro 12 ore [107]. Questo studio ha inoltre dimostrato che 

l'Indicaxantina entra nel flusso sanguigno in forma nativa, evidenziando la sua 

solubilità e la mancanza di modificazioni metaboliche da parte degli enterociti o 

degli epatociti. L'assenza di glucuronidazione, solfatazione o metilazione può 

essere vantaggiosa per una potenziale interazione con le membrane o con i recettori 

di membrana nei tessuti bersaglio. La cinetica di trasporto dell'Indicaxantina 

attraverso le cellule intestinali è stata studiata utilizzando cellule Caco-2 

differenziate e inserti Transwell®. Fattori come la massa molecolare e le proprietà 

fisico-chimiche risultano cruciali per il trasporto paracellulare, con un elevato 

coefficiente di permeabilità a pH 6,0. Questo processo è dipendente dalla 

concentrazione e non coinvolge trasportatori protonici o di efflusso [108]. Studi 

differenti hanno rilevato variazioni nei coefficienti di permeabilità a diversi pH [109]. 

L'elevata resistenza dell'Indicaxantina alla digestione e la sua efficiente diffusione 

nell'epitelio intestinale spiegano la sua notevole biodisponibilità dai frutti di 

Opuntia ficus-indica [107]. 
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2. OBIETTIVO DELLA RICERCA 

2.1 Studio comparativo di citotossicità di estratti di fumo di sigaretta e di 
dispositivi di fumo alternativo 
 
Nonostante sia ampiamente riconosciuto che l'esposizione al fumo di tabacco 

rappresenti un fattore di rischio significativo per l'insorgenza di patologie 

cardiovascolari, quali infarto miocardico e ictus, la riduzione del consumo globale 

di tabacco è stata limitata, diminuendo solo meno del 5% in circa vent’anni. I 

dispositivi di nuova generazione (NGP), come le sigarette elettroniche (e-Cig) e i 

prodotti a tabacco riscaldato (THP), sono stati introdotti sul mercato globale con 

l’intento di favorire la cessazione o la riduzione del danno derivante dal consumo 

di tabacco. Tuttavia, le conseguenze del loro uso sulla salute umana non sono 

ancora del tutto comprese. L'obiettivo di questa ricerca è stato quello di esaminare 

i potenziali effetti citotossici sugli eritrociti umani del vapore/aerosol emesso dalle 

NGP, approfondendo i meccanismi di segnalazione alla base delle alterazioni 

funzionali di queste cellule. Il confronto degli effetti dell'esposizione degli eritrociti 

umani al vapore di sigaretta elettronica (eCSE) e all'aerosol del tabacco riscaldato 

(THPE) è stato effettuato in relazione al fumo di sigaretta convenzionale (CSE), di 

cui abbiamo già precedentemente messo in luce il meccanismo pro-eriptotico. 

Abbiamo monitorato la vitalità, la morfologia cellulare e i marcatori distintivi 

dell'eriptosi. Considerando la connessione ben documentata tra eriptosi, danno 

vascolare e occlusione trombotica nei capillari, lo studio potrebbe fornire 

informazioni rilevanti sul potenziale impatto delle e-Cig e dei prodotti THP sul 

sistema cardiovascolare. I risultati ottenuti potrebbero contribuire alla definizione 

di politiche di prevenzione delle malattie associate all'uso di prodotti a rischio 

ridotto. 
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2.2 Studio del meccanismo di protezione dell’indicaxantina da Opuntia ficus 
indica su eriptosi estrinseca indotta da CSE 
 
In un precedente studio abbiamo approfondito il meccanismo molecolare 

dell’azione eriptotica del CSE, dimostrando il ruolo centrale del DISC (Death-

Inducing Signaling Complex) e il diretto coinvolgimento della caspasi iniziatrice 8 

nel clivaggio ed attivazione della caspasi esecutrice 3 con successiva 

esternalizzazione della fosfatidilserina (PS). Il nostro lavoro dimostra il 

coinvolgimento della via estrinseca nel processo di morte programmata dei globuli 

rossi indotta da CSE e mostra per la prima volta il reclutamento e l’attivazione del 

DISC sia in assenza di ROS che di Ca2+. Partendo da queste conoscenze ed essendo 

note le implicazioni patologiche dell’eriptosi in soggetti fumatori, un altro obiettivo 

del mio progetto di dottorato è stato quello di individuare dei fitochimici che 

possano inibire tale processo, mettendone in luce il meccanismo di inibizione con 

il fine di formulare un integratore alimentare che possa contrastare positivamente 

le patologie correlate ai globuli rossi eriptotici circolanti.  

Considerando l'attività biologica dell’IND sugli eritrociti e il suo potenziale ruolo 

nel modulare l'eriptosi indotta dal CSE, in questo studio abbiamo valutato se e in 

che modo IND possa interferire con il pathway di morte programmata, attenuando 

gli effetti tossici del fumo. Gli eritrociti sono stati esposti al CSE in presenza di IND 

a concentrazioni comprese tra 1 e 5 µM, trattandoli per 3 ore, tenendo conto del 

tempo necessario affinché IND raggiunga tali concentrazioni plasmatiche dopo 

l'assunzione di una dose nutrizionalmente rilevante di fichi d'India. Le 

concentrazioni di CSE sono analoghe a quelle utilizzate nello studio precedente, 

ovvero CSE al 10% e 20%. 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Preparazione di CSE, THPE ed e-Cig 

Tre sigarette Philip Morris Marlboro rosse (0.8 mg di nicotina/sigaretta), sei 

HEETS Philip Morris Marlboro heatsticks Sienna (contenenti 0.4 mg di nicotina 

per cartuccia) o 2 ml di liquido e-Cig (contenente 2.5 mg di nicotina), sono state 

aspirate per intero all’interno di una beuta codata collegata ad una pompa da vuoto. 

Il fumo/aerosol è stato fatto gorgogliare in 30 ml di una soluzione RINGER 

preriscaldata a 37°C. La soluzione contenete l’estratto del fumo di sigaretta (CSE), 

IQOS (THPE) ed e-Cig (eCSE), sono state successivamente sterilizzata tramite 

l’utilizzo di filtri con pori da 0.22 μm. Queste soluzioni rappresentano CSE, THPE 

ed eCSE al 100%. Le soluzioni sono state quindi opportunamente diluite per 

realizzare le concentrazioni di trattamento. La concentrazione di nicotina, uno dei 

componenti stabili degli estratti, è stata valutata mediante analisi LC-MS/MS 

effettuata utilizzando un sistema UHPLC Ultimate 3000 accoppiato a uno 

spettrometro di massa a triplo quadrupolo TSQ Quantiva (Thermo Fisher Scientific, 

San José, CA, USA). 

3.2 RBC e condizioni di trattamento 
Campioni di sangue fresco sono stati raccolti da otto donatori maschi sani non 

fumatori, con un’età compresa tra 20 e 66 anni e un BMI normopeso tra 18.5 e 24.9. 

Questa raccolta è avvenuta previo consenso informato e i campioni di sangue sono 

stati prelevati in provette contenenti anticoagulante. Successivamente, i campioni 

di sangue sono stati sottoposti a centrifugazione utilizzando un gradiente di densità 

con Ficoll (Sigma-Aldrich, Cat. No. F5415) per 10 minuti, con una velocità di 1000 

RPM, alla temperatura di 4°C. Dopo aver rimosso il plasma e il buffy coat, la 

rimanente componente eritrocitaria è stata lavata per due volte con soluzione Ringer 

contenente (mM) 125 NaCl, 5 KCl, 1 MgSO4, 32 N-2-idrossietilpiperazina-N-2-
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etan-solfonico acido (HEPES)/NaOH, 5 glucosio, 1 CaCl2, pH 7,4. Aliquote del 

pellet di RBC sono state diluite allo 0.4% di ematocrito nel solo Ringer o Ringer 

contenente CSE, THPE o eCSE alle diverse concentrazioni di trattamento. Gli 

eritrociti sono stati incubati in multiwell da 24 a 37°C, in presenza del 5% di CO2 e 

del 95% di umidità per il tempo di trattamento stabilito. Le cellule isolate sono state 

pre-incubate per 1 h con indicaxantina 1-5 μM prima di aggiungere il 10% o il 20% 

di CSE. Il trattamento è stato protratto per ulteriori tre ore per imitare l'intervallo di 

tempo durante il quale, negli esseri umani, il pigmento ingerito con l'assunzione di 

frutti di fico d’india raggiunge la sua massima concentrazione plasmatica e 

incorporazione negli eritrociti circolanti. Dove espressamente indicato, i pre-

trattamenti sono stati eseguiti con l’inibitore della nSMase GW4869 (Sigma-

Aldrich, Cat. No. D1692) (15 μM), con l’inibitore della caspasi-8 Z-IETD-FML 

(MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA, Cat. No. HY-101297) (25 μM) 

o con l’inibitore della p38 MAPK SB203580 (MedChemExpress, Cat. No. HY-

10256) (10 μM). Gli inibitori sono stati solubilizzati in una soluzione di 

dimetilsolfossido (DMSO) e usati a una concentrazione finale v/v di massimo lo 

0.05% per garantirne la massima tollerabilità da parte delle cellule. Per selezionati 

esperimenti la soluzione Ringer è stata preparata in assenza di CaCl2 e con 1,2-bis-

(o-aminophenoxy)-ethane-N,N,N’,N’-tetracetic acid, tetracetoxymethyl ester 

(BAPTA-AM) (50 μM).  Gli eritrociti sono stati eventualmente pre-incubati per 1 

h con inibitori specifici di PKC (Staurosporina, 1 μM) o cicloossigennasi (Acido 

acetilsalicilico, 50μM), prima del trattamento con gli estratti. Il protocollo di studio 

sperimentale è stato approvato dal Comitato di Bioetica dell’Università degli Studi 

di Palermo (n. 163/2023 del 26 ottobre 2023) e condotto in conformità con la 

Dichiarazione di Helsinki e i suoi emendamenti. 
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3.3 Estrazione e Purificazione dell’Indicaxantina 

L'Indicaxantina è stata estratta dai frutti dell'Opuntia ficus-indica (cultivar gialla, 

San Cono, Sicilia, Italia) come specificato nel brevetto n. 102021000015167 

depositato il 10.06.2021. Brevemente, i frutti sono stati sbucciati e tritati finemente, 

la polpa è stata separata dai semi e pesata, e campioni di polpa di 100 g sono stati 

omogeneizzati e centrifugati a 3000 g per 10 min. Il surnatante è stato, poi, 

recuperato mentre il pellet veniva estratto con 100 ml di acqua distillata e 

centrifugato come sopra riportato. I sopranatanti sono stati sottoposti a 

crioesiccazione e il fitochimico, nell'estratto acquoso risultante, è stato separato 

mediante cromatografia a esclusione dimensionale in Sephadex G-25. Le frazioni 

contenenti il pigmento sono state sottoposte a crioesiccazione, seguita da estrazione 

in fase di solida (SPE) su colonne J.T. Baker, Bakerbond SPE C18 (VWR, Milano, 

Italia). L'eluato è stato sottoposto ad evaporazione rotativa per rimuovere il 

metanolo e il residuo disciolto in soluzione salina tamponata con fosfato (PBS). La 

concentrazione di indicaxantina è stata valutata mediante rivelazione 

spettrofotometrica a 482 nm con un coefficiente di estinzione di 48 mM-1 cm-1. Tutti 

i campioni sono stati porzionati e conservati a -80 ºC fino all'uso successivo.  

3.4 Analisi citofluorimetrica  

3.4.1 Misura di esternalizzazione di PS  

L’esternalizzazione della fosfatidilserina è stata valutata utilizzando l’AnnessinaV-

FITC, una proteina con un’elevata affinità per la PS che può essere coniugata con 

diversi fluorofori (in questo caso la fluoresceina isotiocianato) che conferiscono 

fluorescenza alla cellula apoptotica. L’intensità di fluorescenza rappresenta in 

maniera diretta la quantità di cellule apoptotiche. Dopo 24 h dal trattamento, gli 

eritrociti sono stati lavati con la soluzione Ringer e portati alla concentrazione di 

1x106 cellule/ml con una soluzione tampone secondo quanto riportato dal 
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protocollo del produttore (kit di rilevamento Apoptosi Annexine V FITC 

eBioscience Inc., San Diego, CA, USA). La sospensione cellulare (100 μl) è stata 

quindi trasferita in un tubo ed incubata con 5 μl Annessina V-FITC a temperature 

ambiente per 15 min al buio. Campioni di almeno 1×104 cellule sono state 

sottoposte ad analisi mediante citometria a flusso con il citofluorimetro CytoFLEX 

System B2-R2-V0 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), ed elaborati usando il tool 

online Floreada.io. La fluorescenza associata alla Annessina V-fluoresceina 

isotiocianato (FITC) è stata misurata sul canale di fluorescenza FL-1 (lunghezza 

d’onda di eccitazione di 488 nm e di emissione di 530 nm).  

3.4.2 Misura di ceramide 

La determinazione del ceramide è stata effettuata utilizzando l’anticorpo primario 

monoclonale anti-ceramide (clone MID 15B4, Alexis, Grünberg, Germany). Dopo 

24 h dal trattamento, le cellule sono state incubate per 1 h a 37 °C con 1 μg di 

anticorpo anti-ceramide in PBS contenente lo 0.1% di albumina di siero bovino 

(BSA) a una diluzione 1:10. Successivamente i campioni sono stati lavati due volte 

con PBS-BSA e poi le cellule sono state incubate per 30 min con un anticorpo 

secondario goat anti-mouse IgG e IgM specifico, coniugato con fluoresceina 

isotiocianato (Pharmingen, Hamburg, Germany), diluito 1:50 in PBS-BSA. 

Eventuale anticorpo secondario non legato è stato rimosso con lavaggi ripetuti di 

PBS-BSA. I campioni sono quindi stati analizzati al citofluorimetro. Sono state 

analizzate almeno 1×104 cellule per ciascun campione.  

3.4.3 Misura di ROS intracellulari 

La produzione di ROS è stata determinata misurando le variazioni percentuali in 

Fluorescenza risultante dall'ossidazione del dicloro-diidro-fluoresceina diacetato 

(DCFDA) (Sigma- Aldrich, Cat. No. D6883) sonda fluorescente. DCFDA, alla 

concentrazione finale di 10 mM, è stato aggiunto a 1×105 cellule 30 min prima della 
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fine del trattamento, al buio. I globuli rossi sono stati raccolti da centrifugazione 

(2000 g, 4 °C, 5 min), lavata, risospesa in soluzione salina tamponata con fosfato 

(PBS), e analizzata come riportato da Restivo et al. [85]. 

3.4.4 Misura di Ca2+ intracellulare 

La concentrazione citosolica di Ca2+ è stata monitorata misurando il cambiamento 

di fluorescenza Fluo-3 AM (Sigma-Aldrich, Cat. N. 73881) colorante usato come 

sonda per Ca2+, la cui intensità è direttamente rappresentativa dei livelli citosolici 

dello ione. Fluo-3 AM alla concentrazione finale di 2 µM, è stata aggiunta a 1 × 105 

di eritrociti 40 min prima della fine del trattamento al buio. Dopo centrifugazione, 

(2000 g, 4 °C, 5 min) i globuli rossi sono stati lavati, risospesi in PBS e analizzati 

come riportato sopra. 

3.4.5 Misura dell'attività della APL-translocasi (APLT) 

L'attività APLT è stata misurata in citometria a flusso mediante la traslocazione di 

fosfolipidi marcati dal foglietto esterno a quello interno della membrana, come 

descritto da Tesoriere et al [16]. Brevemente, le sospensioni di RBC (2 × 107 cellule) 

sono state incubate a 37°C con 0.5 mM di sonda fluorescente NBD-PS, aggiunta da 

una soluzione madre di 1 mmol/L in tampone HEPES. Dopo 60 min, 5 µl del 

campione sono stati aggiunti a 250 µl di tampone HEPES contenente 0.1 mM 

EGTA e 1% di bovine serum albumin, che estrae solo la sonda NBD-PS associata 

alla superficie. L'analisi citofluorimetrica della fluorescenza residua del campione 

rivela la quantità di NBD-PS localizzata nel foglietto interno della membrana 

plasmatica a seguito dell'attività di APLT. Per ogni campione sono stati acquisiti 

almeno 104 eventi. 

3.4.6 Misura di integrità della proteina Banda 3  

L’integrità della Banda 3 è stata valutata citofluorimetricamente misurando la 

fluorescenza associata alla sonda eosin-5-maleimide (5-EMA, 63184, Merck). La 
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perdita dell’intensità di fluorescenza è direttamente rappresentativa della mancata 

integrità della Banda 3 che non riesce più a legare correttamente la sonda. A tale 

scopo gli RBC (2 × 106) sono stati trattati per 60 min (25 °C al buio) con 25 ml di 

5-EMA (0.02 mg/ml). L’eccesso di sonda è quindi stato lavato per due volte con 

0.5 ml di una soluzione BSA-PBS allo 0.5%. Gli RBC sono infine stati risospesi in 

600 ml di BSA-PBS allo 0.5% e analizzati come riportati sopra. 

3.5 Immunoprecipitazione 

Gli eritrociti (2 x 108 cellule), dopo il trattamento sono stati lavati per due volte con 

PBS, risospesi in lysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 100 mM NaCl, 10 mM 

MgCl2, 1% NP-40, 2 mM PMSF, 0.5 mM DTT and 2 mg/ml lysozyme) contenente 

inibitori di fosfatasi (Roche, Basel, Switzerland, Cat, No. 4906845001) ed inibitori 

delle proteasi (Roche, Cat. No. 4693132001) e sonicati (3 cicli, ciascuno da 30 sec) 

con Labsonic LBS1-10 (Labsonic Falc, Treviglio, Italy). I lisati cellulari sono stati 

centrifugati a 40.000 g per un’ora a 4 °C. Aliquote di surnatanti contenenti 500µg 

di proteine sono stati immunoprecipitati overnight con un anticorpo mouse anti-Fas 

(1:200) o anti-Band 3 (sc-133190, SCBT) a 4 °C in agitazione. Al termine 

dell’incubazione sono stati aggiunti 20 μl di proteine G PLUS-Agarosio (beads) 

(Santa Cruz, Biotechnology, Dallas, TX, USA, sc-2002) per 3 h a 4 °C. Le beads 

sono state pellettate, lavate due volte in lysis buffer e infine le proteine sono state 

separate mediante SDS-PAGE e immunoriconosciute attraverso western blot. 

3.6 Analisi Western Blot 
La soluzione proteica di eritrociti (2 x 108 cellule) ottenuta come sopra è stata 

quantificata con il metodo Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, USA, n. cat. 

5000006). Quantità uguali di proteine (50µg/lane) per ciascun campione sono state 

separate mediante SDS-PAGE discontinua al 10% ed elettrotrasferite su una 

membrana di polivinilidene difluoruro (PVDF) (Millipore, n. cat. IPVH00010). I 
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blot sono stati trattati con una soluzione bloccante (5% di latte scremato) e quindi 

incubati per una notte a 4 °C con anticorpi primari in soluzione salina tamponata 

con Tris (TBS; 25 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4) contenente Tween 20 (1%, v/v) 

(TBST) e 5% (w/v) BSA. Sono stati utilizzati gli anticorpi monoclonali mouse anti-

FADD (sc-271748), anti-Fas (sc-74540), anti-FasL (sc-33716), anti-caspasi-8 (sc-

81657), p-p38 (sc-166182), p38 (sc-7972), p-Band 3 (BS-12569R, Bioss Inc, 

Woburn, MA, USA), ankyrin (sc-12733) spectrin (BS-10190R, Bioss Inc, Woburn, 

MA, USA) e adducin (A1592, ABclonal, Düsseldorf, Germany) a una diluizione di 

1:200 acquistati da Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA), dove non 

specificato. Dopo tre lavaggi con TBST, le membrane sono state incubate con una 

diluizione 1:2000 dell'anticorpo secondario goat anti-mouse IgG, coniugato con 

perossidasi di rafano (HRP) (Sigma-Aldrich, n. cat. AP160P) per 1 h a temperatura 

ambiente. Gli immunoblots sono stati poi lavati sei volte con TBST e rilevati 

mediante chemiluminescenza (Amersham, Milano, Italia, n. cat. RPN2232). 

L'analisi densitometrica degli spot proteici è stata misurata con il software Quantity 

One Imaging (Bio-Rad, n. cat. 1708265) e i risultati sono stati riportati come unità 

densitometriche arbitrarie normalizzate rispetto a b-actina (sc-8432), Fas (sc-8009), 

Band-3 (sc-133190) e p38 (sc-7972). 

3.7 Immunofluorescenza e Analisi Microscopica  

3.7.1 Co-localizzazione FAS e Caspasi-8 

Per l'immunofluorescenza, eritrociti trattati e non trattati sono stati fissati in 

metanolo per 30 min su vetrini. Le cellule sono state incubate nella soluzione di 

smascheramento dell’antigene (10 mM tri-sodio citrato, 0,05% Tween-20) per 8 

min a temperatura ambiente e trattati con una soluzione di blocco (3% BSA in PBS) 

per 30 min. In seguito, gli anticorpi primari anti-Fas ed anti-Caspasi 8 sono stati 

applicati e i vetrini sono stati incubati in una camera umidificata per una notte a 4 



 34 

ºC. Il giorno dopo, le cellule sono state incubate con anticorpi secondari fluorescenti 

specifici (anticorpo anti-rabbit IgG-Atto 647 prodotto in goat, 40839, Sigma-

Aldrich, diluizione 1:150; anticorpo anti-mouse IgG-Atto 488 prodotto in goat, 

62197, Sigma-Aldrich, diluizione 1:150). Le immagini sono state acquisite 

utilizzando un microscopio confocale Leica TCS SP8 (Leica Microsystems). 

3.7.2 Integrità Banda 3 

Gli RBC (1 x 106 cellule) sono stati fissati fatti aderire per 60 min su µ-dish 35 mm, 

high Glass Bottom, 81158, #1.5H, ibidi GmbH, Gräfelfing, Germania), 

precedentemente pre-trattati per 1 h con 1.5 ml di Poli-L-Lisina (Merck) 100 μg/ml. 

µ-dish sono quindi stati lavati per due volte con PBS e successivamente fissati per 

20 min a 25 °C con paraformaldeide (Merck) al 3.7%. Dopo 2 lavaggi con PBS gli 

RBC sono stati incubati per 1 h al buio con la sonda a fluorescenza 5- EMA (0.03 

mg/ml). µ-dish sono quindi stati lavati e coperti con gocce di PBS. Le immagini 

sono state catturate con una camera Digital Sight 10 (Nikon Europe B.V., 

Stroombaan, Paesi Bassi) da 23.9 megapixel, utilizzando un obiettivo 100x ad 

immersione in olio montato su un microscopio a fluorescenza Nikon Ts2R. 

3.8 Attività caspasi 3 
La misurazione dell’attività della Caspasi 3 è stata effettuata secondo il protocollo 

Millipore (APT165 – Caspase-3 Colorimetric Activity Assay Kit). Dopo i 

trattamenti, 2 x 106 RBCs sono stati prelevati dai pozzetti, centrifugati ed il 

precipitato è stato omogenizzato in 200 µl di Cell Lysis Buffer 1X freddo. I 

campioni omogenizzati sono stati sottoposti a tre cicli di congelamento e 

scongelamento per assicurare la totale lisi cellulare. I campioni sono quindi stati 

centrifugati in microcentrifuga per 2 min a 13.000 g. Il surnatante è stato posto in 

microtubi puliti e posti in ghiaccio, pronti per la preparazione del MIX di reazione. 

Nel Mix di reazione abbiamo posto 50 µl di campione, 20 µl di H2O, 20 µl di Assay 
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Buffer 5X e 10 µl di Substrato Caspasi 3 (Ac-DEVD-pNA) per un totale di 100 µl. 

Il Mix è stato quindi posto in piaste da 96 pozzetti e lasciato ad incubare al buio a 

37° per 60-120 min. Dopo l’incubazione la piastra è stata letta in colorimetria a 405 

nm.  L’attività di Caspasi 3 è stata determinata tramite interpolazione con la curva 

di calibrazione dello standard Ac-DEVD-pNA colorato di giallo. 

3.9 Determinazione di ATP 
La misura dei livelli di ATP è stata effettuata secondo il protocollo Abcam 

(ab83355 – ATP Assay Kit). Dopo i trattamenti, gli eritrociti (1 x 107 cellule) sono 

stati prelevati dai pozzetti, centrifugati ed il precipitato è stato omogenizzato in 100 

µl di ATP Assay Buffer. I campioni omogenizzati sono stati sottoposti a tre cicli di 

congelamento e scongelamento per assicurare la totale lisi cellulare. I campioni 

sono quindi stati centrifugati in microcentrifuga per 2 min a 13.000 g. Il surnatante 

è stato posto in microtubi puliti e posti in ghiaccio, pronti per la deproteinizzazione 

seguendo il kit Abcam (ab204708 - Deproteinizing Sample Preparation Kit – TCA). 

A seguito della deproteinizzazione i campioni sono pronti per seguire gli step 

successivi. Nel Mix di reazione abbiamo posto 50 µl di campione deproteinizzato, 

45.8 µl di Assay Buffer, 2 µl di ATP Converter e 2 µl di Developer Mix. Il Mix è 

stato quindi posto in piaste da 96 pozzetti e lasciato ad incubare al buio a 37° per 

30 min. Post-incubazione la piastra è stata letta in fluorescenza a 535 nm di 

eccitazione e 587 nm di emissione.  La concentrazione di ATP dei campioni è stata 

determinata tramite interpolazione con la curva di calibrazione dello standard di 

ATP utilizzando la formula di calcolo (B/V*D)*DDF. 

3.10 Emolisi 
Dopo il trattamento, i globuli rossi sono stati centrifugati (1800 giri/min, 24 °C, 5 

min) e la concentrazione di Hb nel surnatante è stata misurata mediante 

assorbimento a 421 nm (Banda di Soret) mediante spettrofotometria 
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(Spettrofotometro DU-640 Beckman, Brea, CA, USA). Il valore di assorbanza a 

421 nm del surnatante derivato da eritrociti simili lisati in acqua distillata è stato 

considerato come 100% emolisi. 

3.11 Analisi statistica 

I risultati sono espressi come media ± deviazione standard (SD) di n. esperimenti 

indipendenti condotti in triplicato. Le comparazioni statistiche sono state eseguite 

con la versione 9 del software di Prisma GraphPad (Software Inc., San Diego, CA, 

USA), utilizzando il test della varianza unidirezionale (ANOVA) associato al test 

di Tukey. La differenza significativa dei valori è stata considerata per p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 37 

4. RISULTATI E DISCUSSIONI 

4.1 Studio comparativo di citotossicità di estratti di fumo di sigaretta e di 
dispositivi di fumo alternativo 

 
4.1.1 THPE, ma non eCSE, promuove l'eriptosi in eritrociti umani isolati 
È noto che CSE induce eriptosi, caratterizzata dall'esposizione di PS sul foglietto 

esterno della membrana cellulare, accompagnata da un aumento del livello 

intracellulare di ceramide attraverso un meccanismo indipendente dallo stress 

ossidativo e dalla variazione della concentrazione di Ca2+ [85]. Il trattamento degli 

eritrociti per 24 ore con concentrazioni crescenti di THPE (dal 40% all'80%) ha 

provocato un aumento dell’esternalizzazione di PS, valutata citofluorimetricamente 

mediante legame con annessina V-FITC, in modo dose-dipendente (Fig. 9). In 

confronto, l'attività eriptotica indotta da THPE all'80% risultava comparabile 

(p<0,05) a quella osservata con l'esposizione al 20% di CSE. Inoltre, l'aggiunta di 

eCSE al mezzo non ha indotto alcuna alterazione nella distribuzione di PS sulla 

membrana a nessuna delle concentrazioni testate. 

 

Figura 9. Analisi citofluorimetrica dell’esternalizzazione di PS con diverse concentrazioni di 
CSE, THPE ed eCSE. I valori sono la media ± SD di sei esperimenti indipendenti condotti in 
triplicato. *p < 0.05, ****p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 

Inoltre, il trattamento degli RBCs per 24 ore con CSE, THPE o eCSE non ha 

provocato effetti emolitici significativamente rilevanti (Fig. 10). 
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Figura 10. Percentuale di emolisi di RBC trattati con diverse concentrazioni di CSE, THPE ed 
eCSE. I valori sono la media di tre esperimenti indipendenti condotti in triplicato.     
 
Questi risultati, escludendo un'azione citotossica di eCSE sugli eritrociti, hanno 

evidenziato un chiaro effetto eriptotico del THPE. Tale effetto, a parità di 

condizioni, si è rivelato meno pronunciato rispetto a quello del CSE. Inoltre, questo 

processo eriptotico indotto da CSE e THPE è caratterizzato dalla diminuzione del 

volume cellulare misurato in termini di variazione del Forward Scatter (Fig. 11).  

 

Figura 11. Analisi citofluorimetrica del Forward Scatter in RBC trattati con CSE 20%, THPE 
80% ed eCSE 80%.  

Gli RBCs trattati con THPE e CSE, osservati tramite utilizzo di microscopia ad alta 

risoluzione, mostravano un profondo cambiamento morfologico con formazione di 

spicole con un effetto del CSE 20% chiaramente maggiore rispetto a quello causato 

da THPE 80%. Tali estroflessioni della membrana rappresentano un tratto 

caratteristico di RBCs eriptotici (Fig. 12). 
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Figura 12. Analisi microscopica della morfologia di eritrociti trattati con CSE 20%, THPE 80% 
ed eCSE 80%.  

4.1.2 Modifiche indotte da CSE e THPE della struttura proteica della 

membrana eritrocitaria  

Data la stretta correlazione tra le variazioni morfologiche e l’interazione tra proteine 

di membrana e citoscheletriche, ci siamo concentrati sullo studio della banda 3. 

Banda 3 è una abbondante proteina della membrana degli eritrociti coinvolta, 

insieme ad altre proprietà, nel legame delle proteine del citoscheletro alla 

membrana della cellula. Infatti, l’eterodimero a e b spectrina è ancorato ai lipidi di 

membrana da complessi proteici costituiti da: Banda 3 ed anchirina; Banda 3, 

adducina ed actina ed infine da glicoforina e proteina 4.1 e 4.2. (Fig. 13) 

 
Figura 13. Interazione delle proteine di membrana dell’eritrocita con quelle del citoscheletro. 
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La fosforilazione di Banda 3 in residui di tirosina (Y8, Y21, Y359 e Y904), 

indebolisce il legame con le proteine con cui interagisce e promuove il proprio 

rilascio dalla membrana. Ciò favorisce la dissociazione del network con la spettrina, 

causando una struttura citoscheletrica più flessibile accompagnata da una ridotta 

stabilità della membrana [118,119]. In condizioni fisiologiche, il continuo processo di 

fosforilazione/defosforilazione delle proteine come Banda 3 e 4.1 regola la 

deformabilità del globulo rosso e mantiene le proprietà reologiche della 

microcircolazione. Al contrario, l’iperfosforilazione delle stesse è associata a 

modifiche della forma cellulare, instabilità della membrana e formazione di 

microvescicole. Alla luce di ciò, abbiamo voluto studiare l’influenza di CSE e 

THPE sulla struttura proteica della membrana eritrocitaria valutando inizialmente 

il livello di fosforilazione di banda 3 mediante western blot. Come mostrato in 

Figura 14, il trattamento per 24h delle cellule con CSE 20% o con THPE 80% 

incrementa la quantità di proteina P rispetto alla forma non-P di quasi 10 volte e 4.5 

volte, rispettivamente.  

 
Figura 14. Livelli proteici di p-Band 3 in RBC trattati con THPE 80% e CSE 20%. (A) 
Immagine rappresentativa delle proteine analizzate. (B) Analisi densitometrica di p-Band 3; 
normalizzata per Band 3. I valori sono la media ± SD della densitometria delle bande proteiche 
di tre esperimenti indipendenti con risultati comparabili. **** p < 0.001 (Anova one-way 
associato al test Tukey). 
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Abbiamo quindi valutato se la modifica covalente della proteina fosse associata ad 

una modifica complessiva dell’architettura proteica di membrana attraverso l’uso 

della sonda eosin-5-maleimide (EMA), un colorante fluorescente che si lega ai 

gruppi e-NH2 della Lys-430 della banda 3 di membrana [120]. La diminuzione di 

banda 3 in membrana provoca un decremento dell’intensità di fluorescenza del 

legame di EMA. Anche la riduzione di altre proteine citoscheletriche associate alla 

membrana, come banda 4.2 ed anchirina, spostano la fluorescenza verso più bassi 

valori, a causa dell’interazione di queste proteine con banda 3 [121]. Gli eritrociti 

sono stati quindi trattati per 24 h con CSE o THPE e, dopo marcatura con EMA, la 

fluorescenza delle cellule è stata misurata mediante citofluorimetria. Come 

mostrato in Figura 15, in confronto a RBC incubati nelle stesse condizioni in 

assenza di estratti del tabacco (controllo), il CSE 20% e il THPE 80% riducevano 

la fluorescenza del 40% e del 25%, rispettivamente.  

 
Figura 15. Analisi citofluorimetrica dell’intregrità di Banda 3, attraverso l’uso della sonda 
eosin-5-maleimide (EMA), in RBC trattati con THPE 80% e CSE 20%. I valori sono la media 
± SD di sei esperimenti indipendenti condotti in triplicato. **** p < 0.001 (Anova one-way 
associato al test Tukey). 
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La visualizzazione delle cellule mediante microscopia a fluorescenza confermava 

la riduzione dell’intensità di fluorescenza associata al legame di EMA a Banda 3 

causata dal trattamento con gli estratti (Fig 16). Anche qui risulta evidente un effetto 

del CSE 20% maggiore rispetto a quello del THPE 80%. 

 
Figura 16. Immagini rappresentative di immunofluorescenza dell’intregrità di Banda 3, 
attraverso l’uso della sonda eosin-5-maleimide (EMA), in RBC trattati con THPE 80% e CSE 
20%. 
 
Per confermare la modifica delle interazioni tra le proteine del citoscheletro e banda 

3 nella membrana eritrocitaria causata dal trattamento con gli estratti del fumo di 

tabacco, abbiamo ricercato mediante western blot la presenza di spectrina, actina, 

anchirina, adducina in immunoprecipitati di membrana con Banda 3. La Figura 17 

mostra che tutte le proteine ricercate sono associate alla Banda 3 in quantità minore 

rispetto al controllo quando gli eritrociti erano esposti a THPE 80% o CSE 20%. 

 
Figura 17. (A) Immagini rappresentative delle immunodetezioni di spettrina, ankirina, actina 
e adducina dopo immunoprecipitazione con anticorpo anti-Banda 3 in RBC trattati con THPE 
80% e CSE 20%. (B) Analisi densitometrica dei livelli di spettrina, ankirina e adducina, 
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normalizzati per Banda 3. I valori sono le medie ± SD della densitometria delle bande di tre 
esperimenti indipendenti con risultati comparabili. **** p < 0,001 (ANOVA-one way associato 
a Tukey test). 
 
4.1.3 Studio del meccanismo dell’attività eriptotica di THPE. 

Avendo stabilito che il THPE ha un effetto pro-eriptotico, abbiamo cercato di 

indagare gli aspetti che condivide con il fumo di sigaretta tradizionale. Utilizzando 

l'analisi della citometria a flusso, abbiamo studiato i livelli intracellulari del lipide 

bioattivo ceramide, dei ROS e del calcio, tutti noti segni distintivi dell'eriptosi. Il 

THPE ha determinato un incremento del livello di ceramide, evidenziato da un 

aumento della fluorescenza cellulare misurata tramite FACS in presenza di anti-

ceramide-FITC (Fig. 18A). Anche in questo caso, l'effetto del THPE all'80% non 

differiva significativamente (p<0.05) da quello indotto dal 20% di CSE. 

Analogamente a quanto osservato con CSE, l'esposizione degli eritrociti a THPE 

non ha prodotto, a nessuna delle concentrazioni analizzate, un aumento dei livelli 

di ROS, misurati citofluorimetricamente utilizzando la sonda DFC-DA (Fig. 18B). 

Tuttavia, a differenza di CSE, THPE ha stimolato l'ingresso di Ca2+ negli eritrociti, 

come indicato dall'aumento della fluorescenza rilevata con il fluoroforo Fluo 3-AM 

(Fig. 18C). 

 
Figura 18. Analisi citofluorimetrica della produzione di ceramide (A), livelli di ROS 
intracellulari (B) e livelli di Ca2+ intracellulari (C) in RBC trattati con diverse concentrazioni di 
CSE, THPE ed eCSE. I valori sono la media ± SD di sei esperimenti indipendenti condotti in 
triplicato. * p < 0.05, **** p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 
 
Come descritto in precedenza, THPE induce un incremento dei livelli di Ca2+ negli 

eritrociti. In risposta a diversi stimoli, l’ingresso di Ca2+ negli eritrociti avviene 
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attraverso canali cationici non selettivi attivati da PGE2 [110]. Per valutare il ruolo 

del Ca2+ nel processo eriptotico indotto da THPE, abbiamo trattato gli eritrociti con 

THPE all'80% in soluzione di Ringer priva di Ca2+ e in presenza del chelante 

EGTA, oppure dopo 1 h di pre-incubazione con ASA, un inibitore dell'enzima 

COX, responsabile del rilascio di PGE2 nelle cellule. Come mostrato in Fig. 19A, 

entrambe le condizioni hanno prevenuto l’esposizione di PS, indicando che il Ca2+ 

è necessario per l'attività eriptotica indotta da THPE e che il suo ingresso nelle 

cellule è mediato da canali dipendenti da PGE2 (Fig. 19B). La proteina chinasi C, 

Ca2+-dipendente, svolge un ruolo cruciale nella modifica delle proteine del 

citoscheletro cellulare ed è coinvolta nei processi apoptotici. Quando gli eritrociti 

sono stati pre-trattati con staurosporina prima dell'aggiunta di THPE nel mezzo, 

l'esternalizzazione di PS è stata inibita (Fig. 19A), confermando il coinvolgimento 

dell'enzima nel meccanismo di morte cellulare indotto da THPE. In confronto, le 

stesse condizioni non hanno influenzato l’effetto apoptotico esercitato dal CSE 

sulle cellule (Fig. 19A). 

 
Figura 19. Analisi citofluorimetrica dell’esternalizzazione di PS in RBC trattati con THPE 80% 
e CSE 20% in presenza o in assenza di Ca2+, chelante Ca2+ selettivo (EGTA), inibitore PKC 
(STP) ed inibitore COX-2 (ASA). I valori sono la media ± SD di sei esperimenti indipendenti 
condotti in triplicato. **** p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 
 
La caspasi 3 è una proteasi chiave che regola le modifiche del corredo proteico 

cellulare durante il processo di morte programmata ed è attivata negli eritrociti 
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dall'esposizione a CSE. Il pretrattamento degli eritrociti con Z-VAD-FMK, un 

inibitore specifico della caspasi 3, ha inibito, come previsto, l'esposizione di PS 

sulla membrana indotta dal trattamento con CSE, senza però influenzare l'effetto 

eriptotico di THPE (Fig. 20). 

 
Figura 20. Analisi citofluorimetrica dell’esternalizzazione di PS in RBC trattati con THPE 80% 
e CSE 20% in presenza o in assenza di inibitore specifico della caspasi 3 Z-VAD-FMK. I valori 
sono la media ± SD di sei esperimenti indipendenti condotti in triplicato. **** p < 0.001 (Anova 
one-way associato al test Tukey). 
 
È stato dimostrato che CSE stimola l'eriptosi attraverso una via di segnalazione 

estrinseca che coinvolge l'assemblaggio del complesso DISC sulla membrana, 

preceduto dall'attivazione della MAPK p38 e seguito dal clivaggio della caspasi 3. 

Abbiamo quindi indagato se il trattamento degli eritrociti con THPE inducesse il 

reclutamento in membrana di FasL, FADD e caspasi 8, i componenti proteici del 

DISC. A tale scopo, dopo 24 ore di incubazione con THPE all'80%, le cellule sono 

state lisate e incubate con un anticorpo anti-Fas. L'immunoprecipitato è stato poi 

sottoposto a SDS-PAGE e le proteine di interesse sono state analizzate mediante 

immunoblotting. Come mostrato in Fig. 21, l'esposizione degli eritrociti a THPE 

non ha causato la migrazione in membrana di FasL, FADD o caspasi 8, dimostrando 

che, a differenza di CSE, la tossicità di THPE non coinvolge l'assemblaggio del 

DISC. 
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Figura 21. Livelli proteici di procaspasi-8, FasL e FADD in RBC trattati con THPE 80% e 
CSE 20%. (A) Immagine rappresentativa delle proteine analizzate. (B) Analisi densitometrica 
di procaspasi-8, FasL e FADD; normalizzata per FAS/CD95. I valori sono la media ± SD della 
densitometria delle bande proteiche di tre esperimenti indipendenti con risultati comparabili. 
*p < 0.05, **** p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 
 

Inoltre, trattamento delle cellule con THPE non era associato ad attivazione per 

fosforilazione della MAPK p38 né a clivaggio della caspasi esecutrice 3 (Fig. 22). 

 
Figura 22. Clivaggio di caspasi-3 e fosforilazione di p38 MAPK in RBC trattati con THPE 
80% e CSE 20%. (A) Immagine rappresentativa delle proteine analizzate. (B) Analisi 
densitometrica di caspasi-3 clivata/procaspasi-3 e p-p38; normalizzata per actina e p38. I valori 
sono la media ± SD della densitometria delle bande proteiche di tre esperimenti indipendenti 
con risultati comparabili. ****p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 
 

Complessivamente, questi risultati dimostrano che i prodotti del fumo derivanti dai 

due diversi sistemi di estrazione del tabacco, ossia dalla combustione delle sigarette 

tradizionali e dalla tostatura nei dispositivi di fumo di nuova generazione come i 

THP, inducono la morte apoptotica degli eritrociti attraverso meccanismi di 

segnalazione ed esecuzione distinti. 
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4.1.4 Ricerca della componente del fumo responsabile dell’effetto 

eriptotico di CSE e THPE 

Il fumo mainstream di sigaretta è composto da due frazioni distinte, separabili 

tramite l'uso di un filtro in fibra di vetro di Cambridge (0,1 micron): una frazione 

corpuscolata, che rimane adsorbita nel filtro e viene successivamente raccolta con 

solventi come etanolo o DMSO, e una frazione gassosa, che essendo idrofila si 

dissolve in una soluzione acquosa. La frazione corpuscolata dell'estratto contiene 

nicotina (56%), nicotrina (18,0%), glicerina (3,20%), cloroetano, fenolo e diverse 

specie ossidanti stabili come semichinoni in equilibrio con chinoni e idrochinoni 

[111]. Le fasi gassose del fumo/aerosol delle sigarette tradizionali e dei THP 

contengono invece sostanze tossiche quali acroleina, benzene, isoprene, piridina e 

pirrolo, oltre a numerosi radicali altamente instabili [112]. Per identificare quale 

frazione degli estratti sia il principale responsabile dell'effetto pro-eriptotico, 

abbiamo separato gli estratti nelle due fasi: la fase gassosa (gTHPE/gCSE) e la fase 

corpuscolata (pTHPE/pCSE). Il trattamento degli eritrociti con gTHPE al 60/80% 

e gCSE al 10/20% non ha mostrato alcun aumento significativo 

nell'esternalizzazione di PS (Fig. 23A). Al contrario, l'esposizione delle cellule a 

concentrazioni crescenti di pTHPE e pCSE ha indotto un'esposizione di PS 

(p<0.05), in maniera dose-dipendente (Fig. 23B). 
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Figura 23. Analisi citofluorimetrica dell’esternalizzazione di PS in RBC trattati con 
gTHPE/gCSE (A) e pTHPE/pCSE (B). I valori sono la media ± SD di sei esperimenti 
indipendenti condotti in triplicato. ****p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 
 

Poiché la nicotina è una delle principali sostanze presenti nella frazione 

corpuscolata, gli estratti del fumo di sigaretta tradizionale e dell'aerosol prodotto 

dal sistema THP sono stati analizzati mediante HPLC/MS per determinare il 

contenuto di nicotina. Come riportato nella Tabella 1, sebbene il contenuto iniziale 

dell'alcaloide nei due prodotti da fumo fosse identico (2,4 mg), la quantità di 

nicotina estratta risultava diversa. La combustione del tabacco ha mostrato una 

capacità estrattiva quasi doppia rispetto alla tostatura a 300°C del sistema THP. 

Prodotto Nicotina µg/mL 

CSE 36.8±2.5 

THPE 19.3±1.1 

 
Tabella 1. Caratterizzazione del contenuto nicotinico in CSE e THPE. 

 
Per determinare se la nicotina fosse la causa principale dell'effetto citotossico degli 

estratti, gli eritrociti sono stati incubati con nicotina pura a concentrazioni comprese 

tra 1 e 20 μg/mL. Nonostante le concentrazioni più elevate di nicotina utilizzate 

superassero ampiamente quelle presenti negli estratti in tutte le condizioni di 
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trattamento precedenti, gli eritrociti non hanno mostrato alcun aumento 

nell'esternalizzazione di PS (Fig. 24). 

 
Figura 24. Analisi citofluorimetrica dell’esternalizzazione di PS in RBC trattati con nicotina 
pura 1-20 µg/mL. valori sono la media ± SD di sei esperimenti indipendenti condotti in 
triplicato. ****p < 0.001 (Anova one-way associato al test Tukey). 
 

Questo risultato, sebbene in contrasto con altri modelli cellulari in vitro in cui la 

nicotina ha mostrato effetti apoptotici in cellule umane gengivali, polmonari, 

cardiache, renali e ossee [113-117], ci porta a escludere la nicotina come causa 

dell'effetto pro-eriptotico degli estratti. Tale risultato può essere giustificato dal 

fatto che la maggior parte degli organelli cellulari sensibili al redox coinvolti 

nell'apoptosi, come mitocondri e nucleo, non sono presenti negli eritrociti. Inoltre, 

la fase corpuscolata del fumo/aerosol delle sigarette tradizionali e dei THP contiene 

402 delle 529 sostanze chimiche caratterizzate tramite spettrometria di massa, senza 

contare metalli, semi-metalli, sostanze radioattive e molecole non ionizzabili [112]. 

Dal nostro punto di vista, è evidente che uno o più composti generati in diversa 

qualità e quantità dalle differenti temperature di combustione e tostatura del tabacco 

siano responsabili dell'effetto pro-eriptotico di THPE e CSE. Pertanto, futuri studi 

si prefiggeranno di identificare quali di queste sostanze siano implicate nei processi 

eriptotici. 
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In conclusione, questi risultati dimostrano chiaramente che estratti di fumo 

modificano criticamente la struttura delle proteine del citoscheletro associate alla 

membrana, determinando fosforilazione di Banda 3, riduzione della proteina in 

membrana e, di conseguenza, perdita dell’integrità del network proteico ad essa 

associata. La modifica della struttura di membrana è confermata dalla formazione 

di spicole e vescicole sulla superficie cellulare. 

 

Figura 25. Immagine riassuntiva del pathway di eriptosi indotto da THPE. 
 

4.2 Studio del meccanismo di protezione dell’indicaxantina da Opuntia ficus 
indica su eriptosi estrinseca indotta da CSE 

 
4.2.1 L’indicaxantina inibisce l’eriptosi indotta da CSE 

I globuli rossi umani isolati sono stati esposti per 3 ore a CSE al 10% o al 20%, in 

assenza o in presenza di IND a concentrazioni da 1 a 5 μM. Come mostrato nella 

Figura 26, il CSE ha aumentato due dei principali segni distintivi dell'eriptosi, 

ovvero l'esternalizzazione della PS sul foglietto esterno della membrana (A) e la 

formazione di ceramide (B), misurate mediante citometria a flusso attraverso la 

colorazione con annexin V-FITC e un anticorpo secondario marcato, 

rispettivamente. L'IND, in maniera dipendente dalla concentrazione, ha ridotto 
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l'aumento indotto dal CSE sia delle cellule fluorescenti leganti l'annexin V (Figura 

26A) sia dei livelli di ceramide (Figura 26B) in ciascuna condizione di trattamento. 

Nei globuli rossi esposti a CSE al 10%, l'IND a 5 μM ha inibito l'esternalizzazione 

della PS e la produzione di ceramide rispettivamente del 75% e dell'80%. L'effetto 

protettivo di 5 μM di IND nei globuli rossi trattati con CSE al 20% è stato 

leggermente inferiore, con un'inibizione dell'esternalizzazione della PS e della 

formazione di ceramide di circa il 67% e il 65%, rispettivamente. Nessun effetto 

apprezzabile dell'IND è stato evidente in assenza di CSE (Figura 26). 

 
Figura 26. Analisi citofluorimetrica di eritrociti che espongono PS (A) e dei livelli di ceramide 
(B) in eritrociti esposti per 3 h al veicolo o al CSE in assenza o presenza di IND. I valori sono 
espressi come medie ± SD di tre esperimenti indipendenti eseguiti in triplicato. ✩ p < 0,05, 
✩✩✩ p < 0,001 rispetto al controllo; ♦♦ p < 0,01, ♦♦♦ p < 0,001 rispetto al trattamento con CSE 
(ANOVA-one way associato a Tukey test). 
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4.2.2 L'indicaxantina inibisce l'assemblaggio del death-inducing 
signaling complex (DISC) indotto da CSE 

Gli eritrociti umani isolati sono stati pre-incubati per 1 h con 5 µM IND prima 

dell'aggiunta di CSE al 10% o al 20%. Il trattamento è stato protratto per 3 ore per 

mimare l'intervallo di tempo durante il quale, nell'uomo, il pigmento ingerito con 

l'assunzione di frutti di fico d’india, raggiunge la massima concentrazione 

plasmatica e l'incorporazione negli eritrociti circolanti [102,103]. L'assemblaggio di 

DISC nelle RBC è implicato nel meccanismo della citotossicità di CSE [85]. L'effetto 

di IND 5 µM sul reclutamento indotto da CSE nella membrana del ligando di Fas 

(FasL), del dominio di morte associato a Fas (FADD) e della caspasi 8 è stato 

studiato mediante tecnica di immunoprecipitazione con anti-Fas seguita da western 

blotting dell'immunoprecipitato con l'anticorpo appropriato. L'analisi 

densitometrica dei blot ha mostrato che l'IND ha ridotto le quantità di ciascun 

componente proteico del DISC negli immunoprecipitati delle RBC trattate con CSE 

(Fig. 27). Rispetto alle RBC trattate con il 10% di CSE da solo, IND ha impedito il 

reclutamento in membrana di FADD e caspasi 8, mentre ha ridotto la presenza di 

FasL di circa l'80%. L'inibizione della formazione del complesso DISC nelle RBC 

trattate con il 20% di CSE è stata più debole di quella riscontrata nelle RBC esposte 

al 10% di CSE, ma statisticamente significativa. Rispetto alle RBC trattate con il 

20% di CSE da solo, l'IND ha inibito il reclutamento in membrana di FasL, FADD 

e caspasi 8 rispettivamente di 53%, 69% e 63%. 
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Figura 27. Immagini rappresentative delle immunodetezioni di caspasi-8, FasL e FADD dopo 
immunoprecipitazione con anticorpo anti-Fas (A) in eritrociti pre-incubati in presenza o in 
assenza di IND per 1 h prima del trattamento di 3 h con CSE. Analisi densitometrica dei livelli 
di caspasi-8, FasL e FADD normalizzati per Fas (B). I valori sono le medie ± SD della 
densitometria delle bande di tre esperimenti indipendenti con risultati comparabili. ** p < 0,01, 
*** p < 0,001 contro il controllo; ♦♦ p < 0,01, ♦♦♦ p < 0,001 contro il trattamento corrispondente 
con CSE (ANOVA-one way associato a Tukey test).  
 
L'analisi con microscopia confocale è stata eseguita per confermare l'associazione 

del recettore Fas con la caspasi 8 indotta dalla CSE e l'inibizione della IND. Nelle 

RBC non trattate, l'immunomarcatura di Fas indicava la presenza del recettore 

diffuso nella membrana plasmatica, mentre la caspasi 8 appariva dispersa nel 

citosol. Il trattamento delle cellule con CSE al 10% o al 20% ha causato 

l'associazione di Fas in chiazze localizzate e la traslocazione della caspasi 8 sulla 

membrana (Fig. 28). Il merge delle immagini ha suggerito che la caspasi 8 è co-

localizzata con Fas nella membrana citoplasmatica. La presenza di IND ha inibito 

la clusterizzazione di Fas nella membrana e l'associazione con la caspasi 8 in ogni 

condizione di trattamento. Nel complesso, questi risultati indicano che IND ha 

inibito l'assemblaggio di DISC indotto da CSE nella membrana delle RBC. 



 54 

 
Figura 28. Immagini rappresentative di immunofluorescenza di Fas e caspasi-8 di eritrociti 
pre-incubati in assenza (controllo) o in presenza di IND per 1 h prima del trattamento di 3 h con 
CSE. Barra = 10 µm per tutti i pannelli. La co-localizzazione di Fas e caspasi-8 è stata rivelata 
dopo il merge. Le immagini sono rappresentative di due esperimenti indipendenti. 
 

4.2.3 L'indicaxantina inibisce l'attivazione delle caspasi e di p38 MAPK 
indotta da CSE 

È stato dimostrato che l'assemblaggio di DISC indotto da CSE negli eritrociti è 

avviato dall'attivazione di p38 MAPK e seguito dal clivaggio della caspasi 8/caspasi 

3 [85]. L’analisi di immunoblotting ha dimostrato che la pre-incubazione degli 

eritrociti con IND 5 µM riduceva fortemente i livelli indotti dal CSE sia di p-p38 

MAPK attiva che delle forme clivate di caspasi 8 e caspasi 3 (Figura 29). 
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Figura 29. Immagini rappresentative delle immunodetezioni di p-38 MAPK, p-p38 MAPK e 
caspasi-8/3 (A) in globuli rossi esposti per 3 h a veicolo o CSE, in assenza o presenza di IND. 
Analisi densitometrica dei rapporti tra p-p38/p-38 MAPK e forme scisse e non scisse delle 
caspasi-8/3 normalizzata per β-actina (B). I valori sono le medie ± SD della densitometria delle 
bande di tre esperimenti indipendenti con risultati comparabili. ✩✩✩ p < 0.001 rispetto al 
controllo; ♦♦♦ p < 0.001 rispetto al trattamento rispettivo con CSE. 

 

Abbiamo quindi testato l'attivazione funzionale della caspasi-3 nell'eriptosi mediata 

da CSE e l'effetto dell'IND. Come mostrato in Fig. 30, l'esposizione di RBC per 3 

ore a CSE al 10% o al 20% ha portato a un'attivazione dose-dipendente dell'attività 

della caspasi-3 determinata misurando la scissione del substrato Ac-DEVD-pNA. 

La pre-incubazione delle cellule con il fitochimico ha determinato una significativa 

riduzione dell'attività enzimatica. 
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Figura 30. Misura dell’attività enzimatica di caspasi-3 in eritrociti pre-incubati in assenza 
(controllo) o in presenza di IND o Z-DEVD-FMK per 1 h prima del trattamento di 3 h con CSE 
I valori sono le medie ± SD di tre esperimenti indipendenti condotti in triplicato. *** p < 0,001 
contro il controllo; ♦♦♦ p < 0,001 contro il rispettivo trattamento con CSE (ANOVA- one way 
associato al Tukey test). 
 
4.2.4 L'indicaxantina inibisce la deplezione di ATP indotta da CSE e la 
compromissione dell'attività di APLT 
 
Abbiamo indagato se l'attivazione della via estrinseca da parte del CSE influenzasse 

la concentrazione di ATP citosolico. Rispetto agli eritrociti controllo, la 

concentrazione di ATP negli eritrociti esposti per 3 ore al 20% di CSE era 

significativamente più bassa (1,37±0,12 contro 0,79±0,04 µg/µL) (Fig. 31). La pre-

incubazione con l'inibitore della caspasi 3 Z-DEVD-FMK prima del trattamento 

con CSE non ha prodotto alcun recupero significativo della deplezione di ATP 

indotta da CSE, indicando che la perdita di energia metabolica precede la fase 

esecutiva della morte cellulare, nella nostra condizione di incubazione. Al contrario, 

5 µM IND ha preservato fortemente la concentrazione di ATP, che ha raggiunto 

circa l'85% del valore di controllo. Come controllo positivo, è stata determinata una 

profonda diminuzione della concentrazione di ATP negli eritrociti incubati in 

Ringer senza glucosio.  
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Figura 31. Misura dei livelli di ATP intracellulari in eritrociti pre-incubati in assenza 
(controllo) e in presenza di Z-DEVD-FMK o IND per 1 h prima del trattamento di 3 h con CSE. 
Come controllo positivo, le cellule sono state pre-incubate in RINGER con 5 mM di glucosio. 
I valori sono la media ± SD di tre esperimenti indipendenti condotti in triplo. ** p < 0,01, *** 
p < 0,001 contro il controllo; ♦♦♦ p < 0,001 contro il rispettivo trattamento con CSE (ANOVA-
one way associato al Tukey test). 
 
La riduzione dei livelli di ATP cellulare può influenzare l'attività APLT, una 

flippasi di membrana ATP-dipendente, che trasporta PS e, in misura minore, PE, 

dal foglietto esterno a quello interno della membrana plasmatica contro il gradiente 

di concentrazione. L'inibizione di APLT comporta la perdita della simmetria di 

membrana con una maggiore esposizione del fosfolipide fosfatidilserina (PS) 

all'esterno della membrana. Abbiamo valutato l'attività di APLT in eritrociti esposti 

al CSE e l'effetto di IND mediante citometria a flusso, determinando la percentuale 

di fosfatidilserina marcata con fluorescenza (NBD-PS) traslocata dal foglietto 

esterno a quello interno della membrana. Pertanto, le cellule NBD-PS negative sono 

cellule in cui la flippasi è inibita. Rispetto agli eritrociti controllo, il trattamento per 

3 ore delle cellule con il 20% di CSE ha causato una diminuzione del 20% della 

fluorescenza cellulare associata a NBD-PS (Fig. 32). Il pretrattamento delle cellule 

con IND 5 µM ha contrastato la compromissione dell'attività APLT indotta dalla 

CSE, come dimostra il valore più alto di cellule NBD-PS positive.  
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Figura 32. Misura dell'attività della APL-translocasi (APLT) in eritrociti pre-incubati in 
assenza (controllo) o in presenza di IND per 1 h prima del trattamento di 3 h con CSE. Come 
controllo positivo, le cellule sono state pre-incubate in RINGER con 5 mM di glucosio. I valori 
sono la media ± SD di tre esperimenti indipendenti condotti in triplicato. *** p < 0,001 contro 
il controllo; ♦ p < 0,05 contro il rispettivo trattamento con CSE (ANOVA-one way associato al 
Tukey test). 
 
Nel complesso, questi risultati indicano che il fitochimico indicaxantina, 

prevenendo la deplezione di ATP indotta dal CSE, può preservare il trasporto 

interno di PS mediato da APLT. 

 
Figura 33. Immagine riassuntiva del pathway di inibizione dell’indicaxantina di eriptosi 

estrinseca indotta da CSE. 
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5 CONCLUSIONI 

Il fumo di sigaretta convenzionale rappresenta ancora oggi un noto e significativo 

fattore di rischio per lo sviluppo di patologie cardiovascolari. Negli ultimi due 

decenni, prodotti di fumo alternativi, come i dispositivi a tabacco riscaldato (THP) 

e le sigarette elettroniche (eCig), hanno guadagnato ampio consenso nel mercato 

del tabacco come strumenti alternativi considerati meno dannosi, volti a soddisfare 

la dipendenza da nicotina. Tuttavia, recenti evidenze scientifiche, derivate da studi 

condotti su colture cellulari e modelli animali, hanno messo in dubbio la presunta 

innocuità di questi dispositivi, dimostrando che possono indurre effetti nocivi. 

L'obiettivo del presente lavoro è stato quello di analizzare i potenziali effetti tossici 

dei componenti del vapore o aerosol emessi da prodotti di fumo alternativi sugli 

eritrociti, confrontandoli con quelli prodotti dal fumo di sigaretta tradizionale. 

Inoltre, è stata condotta un'indagine sui possibili meccanismi molecolari 

responsabili di tali effetti. Abbiamo dimostrato che, nelle nostre condizioni di 

studio, estratti di vapore di THP danneggiano la vitalità degli RBCs, sebbene in 

misura meno aggressiva dell’estratto di fumo di sigaretta tradizionale quando 

confrontati a parità di concentrazione. Aerosol di nicotina prodotto da eCig sembra 

inefficace nel modificare la vitalità delle cellule. A questo proposito, comunque, si 

deve specificare che noi non abbiamo incluso nel liquido di nicotina usato nella 

eCig alcun aroma. Mediante investigazione meccanicistica, lo studio dimostra che 

l’effetto citotossico di THPE è mediato da un meccanismo Ca2+ dipendente che 

implica attivazione di COX, coinvolge Proteina chinasi C ed è indipendente dal 

DISC e dall’attività di caspasi 3. Inoltre, al meglio delle nostre conoscenze della 

letteratura scientifica, i nostri dati per la prima volta indagano sulla modifica della 

struttura proteica di membrana nell’eriptosi. Alla luce della ben nota relazione tra 
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eriptosi e danno endoteliale nell’uomo, noi crediamo che questo studio contribuisca 

a considerare il fumo da THP, come iQOS, un fattore di rischio per la salute. 

In conclusione, possiamo inoltre affermare che IND, a concentrazione di rilevanza 

nutrizionale, è in grado di inibire l’eriptosi estrinseca indotta dal CSE. Infatti, 

utilizzata per il trattamento alla concentrazione di 5 µM, coerentemente con i livelli 

plasmatici fisiologici ottenuti a 4 ore dall’ingestione di 400g di polpa di Opuntia 

ficus-indica giallo, contrasta l’eriptosi inibendo l’assemblaggio del complesso 

DISC e il reclutamento in membrana di Fas, FADD e caspasi 8. Questi risultati sono 

corroborati dalle immagini di microscopia confocale che mostrano come il 

trattamento con il fitochimico ha inibito la clusterizzazione del recettore di 

membrana Fas e il reclutamento della caspasi 8 dal citoplasma alla membrana. IND, 

inoltre, ha inibito l'attività della caspasi 3, esecutrice del programma di morte 

cellulare, indotta dal CSE. Abbiamo dimostrato anche che il fitochimico è in grado 

di inibire la deplezione di ATP causata dal trattamento con il CSE. Poiché la pre-

incubazione con l'inibitore della caspasi non ha prodotto alcun recupero della 

deplezione di ATP indotta da CSE, possiamo concludere che la perdita energetica 

è un evento che precede l’esecuzione della morte cellulare. Infine, il trattamento 

con IND ripristinava l'attività di APLT, flippasi di membrana ATP-dipendente, che 

opera la traslocazione di PS dal foglietto esterno a quello interno della membrana 

plasmatica. La riduzione dell’esternalizzazione di fosfatidilserina osservata 

inizialmente - non accoppiata ad un incremento della concentrazione del calcio 

intracellulare - sarebbe dunque una conseguenza diretta della riduzione di 

deplezione energetica indotta dal trattamento con il fitochimico. 
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