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INTRODUZIONE 
 

L’incidenza delle patologie e danni a carico del muscolo scheletrico (distrofia 

muscolare, danno indotto da esercizio fisico, immobilizzazione, denervazione e 

invecchiamento) è molto alta nella popolazione con costi rilevanti per il Sistema 

Sanitario; inoltre le attuali terapie farmacologiche e/o riabilitative non sono del tutto 

efficaci per il raggiungimento di un completo recupero morfo-funzionale di un muscolo 

leso o patologico. Risulta pertanto di primaria importanza l’identificazione e lo sviluppo 

di strategie terapeutiche alternative e più efficaci. È noto che il tessuto muscolare 

scheletrico possiede una buona capacità rigenerativa, in gran parte dovuta all’attività di 

una popolazione di cellule progenitrici muscolari residenti, definite cellule satelliti. Tali 

cellule, in un muscolo sano si trovano in uno stato di quiescenza, ma sono capaci di 

attivarsi in risposta ad un trauma o malattia muscolare e di proliferare e differenziare per 

formare nuove fibre muscolari. Le cellule satelliti, tuttavia, sono relativamente scarse 

nel tessuto muscolare e, in caso di danno severo ed esteso, potrebbero non essere 

reclutate in quantità sufficiente nel sito di lesione; inoltre le loro potenzialità 

rigenerative potrebbero essere ostacolate da una serie di complicanze, compresa 

l’insorgenza della fibrosi.  

Numerose ricerche hanno dimostrato che la riparazione/rigenerazione del tessuto 

muscolare scheletrico potrebbero trarre benefici della terapia cellulare; a tal fine 

potrebbero risultare particolarmente idonee le cellule stromali/staminali mesenchimali 

adulte provenienti dal midollo osseo (Bone marrow derived- mesenchymal stromal cells, 

BM-MSC). Sta diventando sempre più evidente che, l’effetto benefico di queste cellule 

non sia dovuto tanto alla loro capacità di differenziamento in cellule muscolari 

scheletriche, ma piuttosto a quella di secernere e liberare fattori di crescita e citochine in 

grado di esercitare molteplici effetti a livello del tessuto circostante. Nonostante i 

risultati incoraggianti, l’utilizzo di cellule BM-MSC in protocolli di medicina 

rigenerativa è ostacolato ancora da una serie di criticità. In particolare, le cellule 

trapiantate presentano una scarsa sopravvivenza nel tessuto ospite e restano ancora da 

definire i fattori e i meccanismi molecolari che ne possono influenzare la funzionalità. 

Inoltre, emerge la necessità di standardizzare i protocolli di coltura e espansione in vitro 

a scopo clinico al fine di evitare sensibilizzazioni e contaminazioni legate all'uso di 
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proteine di origine animale come il siero fetale bovino, normalmente utilizzato nelle 

colture cellulari. In questo contesto, l'utilizzo di emoderivati ad uso non trasfusionale 

quali il plasma ricco di pistrine (Platelet Rich Plasma, PRP), potrebbe offrire numerosi 

vantaggi. Infatti, esso è facilmente isolabile da sangue intero di pazienti, è 

potenzialmente sicuro e, essendo una fonte naturale di fattori di crescita derivati dalle 

piastrine, potrebbe rappresentare un buon sostituto del siero animale per la coltura 

cellulare in vitro apportando contemporaneamente effetti terapeutici benefici quando 

applicato in vivo nel sito di lesione tissutale. Studi recenti hanno dimostrato che il PRP 

in vitro ha effetti positivi sulla sopravvivenza e sulla proliferazione di diversi tipi di 

cellule e che, in vivo contribuisce ad implementare i meccanismi di 

riparazione/rigenerazione di diversi tessuti danneggiati tra cui il muscolo scheletrico.  

Tuttavia, per quanto riguarda l'applicazione terapeutica del PRP a livello di lesioni del 

muscolo scheletrico i dati clinici sono tuttora controversi ed appaiono indispensabili 

ulteriori evidenze sperimentali di tipo traslazionale che giustifichino il passaggio “from 

the bench to the bedside”. 
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RIPARAZIONE E RIGENERAZIONE DEL TESSUTO MUSCOLARE 

SCHELETRICO IN SEGUITO A DANNO 

Le fasi principali della riparazione di una lesione muscolare 

Il muscolo scheletrico adulto è un tessuto relativamente stabile, con un basso turnover di 

replicazione; tuttavia possiede una considerevole capacità rigenerativa, che si manifesta 

in seguito a traumi o in specifici stati patologici. Sia che il danno muscolare dipenda da 

un trauma diretto (attività fisica intensa e allenamento alla resistenza) o da difetti innati 

e, indipendentemente dalla gravità della lesione, il processo di riparazione del muscolo 

prevede il susseguirsi di fasi che in parte si sovrappongono e che si possono 

schematizzare nel seguente modo: 1) degenerazione e infiammazione 2) fase 

rigenerativa e 3) fase di rimodellamento della matrice extracellulare/riparazione (Figura 

1). 
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Figura 1. La risposta muscolare al danno. Fasi che si susseguono nel tempo in seguito a danno muscolare (da 
Carosio et al. 2011; da Filippin et al. 2009). 

	  

• Fase di degenerazione e infiammazione: 

L'evento iniziale che si instaura in seguito a danno è la necrosi delle fibre muscolari. 

Questo evento è generalmente innescato dalla rottura del sarcolemma delle miofibre con 

conseguente aumento della permeabilità cellulare (Yin et al., 2013). Tale processo, è 

causato da un aumento del flusso di calcio e dal rilascio di questo dal reticolo 

sarcoplasmatico che, a sua volta, attiva una serie di proteasi calcio-dipendenti che 

portano ad una rapida degenerazione tissutale. La presenza di fibre necrotiche attiva la 

risposta infiammatoria che si caratterizza per l'invasione del tessuto lesionato da parte di 

specifiche popolazioni di cellule infiammatorie il cui reclutamento avviene in maniera 

sequenziale (Figura 2a). L'infiammazione è chiaramente una componente fondamentale 

della fisiologia del muscolo ed è una fase importante del processo rigenerativo. Infatti, 

l'inibizione della risposta infiammatoria o l'alterazione dell'attività fagocitaria delle 

cellule deputate a questo processo, ha effetti negativi sul processo di rigenerazione. 

Questi eventi accadono entro i primi minuti e perdurano per una/due settimane dopo il 

danno. Le prime cellule che infiltrano il sito di danno sono i neutrofili. È stato osservato 

che già dopo un’ora dal danno muscolare e fino a sei ore, il loro numero aumenta in 

modo significativo. Queste cellule rapidamente rilasciano alte concentrazioni di radicali 

liberi e proteasi, che promuovono la rimozione dei detriti cellulari e secernono numerose 

citochine pro-infiammatorie in grado di stimolare il richiamo di macrofagi, con 

conseguente amplificazione del processo infiammatorio (Tidball, 2005; Turner et al., 

2012). Dopo infiltrazione dei neutrofili e circa quarantotto ore dopo	  il	  danno, i macrofagi 

diventano il tipo di cellule infiammatorie predominante a livello del sito lesionato. In 

particolare, si possono distinguere due differenti classi di macrofagi conosciuti come 

M1 e M2 (Schiaffino et al., 2017; Tidball, 2017). I macrofagi M1 esprimenti i marker di 

superficie CD68+/CD163-, sono i primi a invadere il sito di danno e raggiungono la loro 

massima concentrazione dopo circa ventiquattro ore. Varie sono le azioni di queste 

cellule: infatti, è stato dimostrato che, mediante un meccanismo ossido nitrico (NO)-

dipendente, esse promuovono la lisi muscolare; tale azione risulta aumentata in presenza 

dei neutrofili. D’altra parte i macrofagi svolgono un ruolo determinante nella rimozione 

di tessuto necrotico e di detriti cellulari, e producono citochine, fattori di crescita, e 

chemochine (come interleuchine IL1β, IL6, IL8, il fattore di necrosi tumorale alfa, 
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TNFα) importanti non solo per il reclutamento di ulteriori cellule infiammatorie ma 

anche per l’attivazione delle cellule satelliti e quindi per la rigenerazione tissutale 

(Tidball 2005; Butterfield et al., 2006; Arnold et al., 2007). La seconda popolazione di 

macrofagi (M2), esprimenti i marker di superficie CD68-/CD163+, raggiungono la loro 

concentrazione massima dopo circa 2/4 giorni dal danno. Queste cellule M2, a 

differenza delle prime, sono responsabili dell’attenuazione della risposta infiammatoria, 

producendo citochine anti-infiammatorie (IL10), e sono coinvolte nella promozione 

della formazione di nuovi vasi (angiogenesi) e nel processo di attivazione delle cellule 

satelliti (Carosio et al., 2011). 

• Fase rigenerativa 

La fase infiammatoria è seguita dalla fase proliferativa che prevede l'attivazione di 

cellule staminali unipotenti residenti nel tessuto muscolare scheletrico, le cellule 

satelliti, le quali sono responsabili della formazione di nuove fibre muscolari. Queste 

cellule, normalmente in stato di quiescenza, si attivano seguendo un cammino che 

culmina con la fusione dei mioblasti in elementi multinucleati, i miotubi, precursori 

delle fibre muscolari (Figura 2). Questa fase inizia la prima settimana dopo il danno e 

raggiunge il suo picco dopo circa quattordici giorni. 
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Figura 2. Rigenerazione muscolare scheletrica in seguito a danno. Dopo lesione muscolare con perdita 
volumetrica (a), le fibre necrotiche vengono degradate grazie all'invasione delle cellule infiammatorie le quali a sua 
volta attirano le cellule satelliti e rimuovono i detriti cellulari (b). Le cellule satelliti cominciano a differenziarsi in 
mioblasti mentre i fibroblasti iniziano a depositare il tessuto cicatriziale (c). Si iniziano a formare miotubi che 
iniziano a fondere con le miofibre esistenti per formare nuovi tessuti muscolari (d). Nei casi di perdita muscolare 
volumetrica, la formazione del tessuto cicatriziale procede più rapidamente della miogenesi, con la produzione di una 
cicatrice densa che impedisce alle miofibre di colmare la ferita (e) e che divide il muscolo. Di conseguenza, il tessuto 
distale (destro) che non contiene nessuna giunzione neuromuscolare diviene denervato (f) 	  

	  

• Fase di rimodellamento della matrice extracellulare/riparazione.  

La fase finale del processo rigenerativo è caratterizzata dal rimodellamento del tessuto 

connettivo, neovascolarizzazione e dal recupero funzionale del muscolo danneggiato. 

Tale fase inizia con la migrazione di cellule endoteliali e fibroblastiche a livello del sito 

di lesione. Sia la migrazione che la successiva proliferazione di queste cellule, sono 

stimolate da fattori di crescita e citochine. Le fonti principali di tali molecole sono le 

piastrine, le cellule infiammatorie (in particolare i macrofagi) e le cellule attivate 

dell'endotelio. Le cellule endoteliali migrate nel sito di danno sono responsabili della 

formazione di nuovi vasi capillari, mentre i fibroblasti hanno il compito di produrre 

matrice extracellulare (ECM) (Turner e Badyak, 2012). Questo processo normalmente 

inizia due settimane dopo il danno e prosegue in maniera crescente per quattro 

settimane. In questa fase gioca un ruolo importante, il TGF-β1 (Transforming Growth 

Factor-β1), (Jarvinen et al., 2005). Questa risposta produttiva inizialmente è 

vantaggiosa perché rapida e aiuta a proteggere il tessuto danneggiato. Tuttavia, se la 

fibrosi si prolunga nel tempo e in ammontare, si può formare tessuto cicatriziale non 

contrattile con conseguente perdita della funzione muscolare (Figura 2). Il processo 

riparativo si completa quando le miofibre danneggiate recuperano la loro capacità 

contrattile e funzionale. Risulta evidente che il raggiungimento del pieno recupero 

morfo-funzionale di un muscolo danneggiato dipende dal delicato equilibrio che si 

instaura tra i processi di infiammazione, rigenerazione e fibrosi. 

Le cellule satelliti 

Le cellule satelliti sono elementi mioblastici mononucleati, precursori delle fibre 

muscolari scheletriche e sono responsabili della crescita postnatale, della 

riparazione/rigenerazione e del mantenimento del tessuto muscolare scheletrico. Tali 

cellule furono osservate per la prima volta mediante microscopica elettronica nel 1961 

da Mauro che individuò un gruppo di cellule mononucleate alla periferia delle fibre 
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muscolari adulte. La loro giustapposizione diretta con le miofibre sollevò 

immediatamente l'ipotesi che queste cellule potessero essere coinvolte nel processo di 

crescita e nella rigenerazione del muscolo scheletrico (Mauro, 1961).	   Infatti, da 

esperimenti successivi eseguiti mediante marcatura con timidina triziata e microscopia 

elettronica risultò che queste cellule andavano incontro a mitosi e contribuivano a 

fornire nuclei alle fibre (Moss e Leblond, 1970; Reznik, 1969). In seguito, ulteriori 

indagini dimostrarono che le cellule satelliti si trovano in uno stato di quiescenza nei 

muscoli adulti ma possono rapidamente entrare nel ciclo cellulare in seguito a lesione 

muscolare (Snow, 1977). Le cellule satelliti sono state così chiamate per la loro 

localizzazione anatomica alla periferia di una fibra muscolare scheletrica, tra il 

sarcolemma e la membrana basale (Figura 3). Morfologicamente queste cellule 

mononucleate appaiono tondeggianti con estremità allungate. Il nucleo di dimensioni 

ridotte contiene abbondante eterocromatina e il citoplasma è scarso, hanno pochi 

mitocondri, un reticolo endoplasmatico rugoso ridotto, un apparato del Golgi poco 

sviluppato e nessun miofilamento. Questa morfologia ben si correla con lo stato di 

quiescenza e di inattività.	  

	  

 

Figura 3. A sinistra: schema della localizzazione di una cellula satellite, tra il sarcolemma e la membrana basale di 
una fibra muscolare scheletrica (modificato da Buckingham, 2006). A destra: immagine al microscopio elettronico a 
trasmissione di una sezione trasversa di muscolo scheletrico dove è visibile una cellula satellite caratterizzata dalla 
presenza di un unico nucleo. 	  

	  

Le cellule satelliti sono presenti in tutti i muscoli scheletrici anche se con una diversa 

distribuzione nei diversi muscoli e nei diversi tipi di fibra. Negli adulti la percentuale di 

cellule satelliti nel muscolo soleo (muscolo principalmente composto da fibre lente) è 

generalmente due o quattro volte superiore rispetto a quella del muscolo tibiale anteriore 

o del muscolo estensore lungo delle dita (muscoli principalmente composti da fibre 
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veloci) (Yin et al., 2013). Inoltre, all'interno dello stesso muscolo, il numero di cellule 

satelliti che si trovano in prossimità delle fibre muscolari lente di tipo I è superiore 

rispetto al numero di cellule che si trovano vicino alle fibre veloci di tipo IIa e tipo IIb 

(Mackey et al., 2009). Una maggior densità di cellule satelliti è stata anche osservata a 

livello della placca neuromuscolare e nelle vicinanze dei capillari, suggerendo che 

alcuni fattori rilasciati da queste strutture potrebbero giocare un ruolo nella regolazione 

della loro funzionalità e nel pool di cellule satelliti stesse. La loro popolazione varia 

anche in base all‟età. Si assiste infatti ad una diminuzione del numero di queste queste 

cellule nel corso della vita. Alla nascita, nel topo, il numero di cellule satelliti 

rappresenta circa il 30% dei nuclei muscolari mentre scende al 5% nell’adulto. Dopo la 

maturità sessuale, il numero di cellule satelliti continua a diminuire sebbene non 

drasticamente (Chargè e Rudnicki, 2004; Corbu et al., 2010).	  

	  

Marker identificativi 

Dal punto di vista molecolare le cellule satelliti sono contraddistinte dall’espressione del 

fattore nucleare di trascrizione Pax7 (Paired Box Transcription) (Buckingham, 2007). 

	  

Figura 4. A destra i marker delle cellule satelliti. A sinistra immagine di una sezione di muscolo scheletrico EDL 
murino ottenuta sovrapponendo un immagine a contrasto di fase e un immagine ottenuta al microscopio confocale a 
fluorescenza a scansione laser. In verde sono rappresentate le cellule satelliti esprimenti Pax 7 (modificato da Sassoli 
et al., 2010). 

 

Poiché solo le cellule satelliti esprimono Pax7, anticorpi specifici per tale fattore 

permettono di identificare in maniera diretta le cellule satelliti nei preparati istologici di 



	   11	  

tessuto muscolare, nelle colture cellulari o nelle fibre muscolari isolate (Figura 4). 

Alcune cellule satelliti di alcuni muscoli, come il diaframma, esprimono anche Pax3 

(Soleimani, 2012). I fattori Pax giocano un ruolo molto importante nell’embriogenesi di 

diversi tessuti e organi. I geni della famiglia dei fattori di trascrizione Pax sono 

caratterizzati dalla presenza di due domini in grado di legarsi al DNA; uno paired 

domain e un homeodomain. Il fattore Pax7 è fondamentale per la specificazione delle 

cellule satelliti e per la loro sopravvivenza. In topi geneticamente mutati per la 

soppressione dell’espressione del gene Pax7, è stato osservato che il numero di cellule 

satelliti diminuisce rapidamente subito dopo la nascita, presumibilmente per morte 

apoptotica (Sincennes et al., 2016). Pax7 inoltre è fondamentale per la progressione nel 

ciclo cellulare delle cellule satelliti e dei mioblasti e Pax3 funziona regolando 

l’espressione di specifici fattori miogenici (MRF: myogenic regulator factors) quali 

Myf5, MyoD, MRF4 e miogenina (Soleimani, 2012; Zammit et al., 2006; Yablonka-

Reuveni et al., 2008). I fattori miogenici giocano un ruolo importante nel definire il 

destino delle cellule satelliti (differenziamento verso la fibra muscolare o meno) e, 

infatti, sono espressi in modo coordinato e sequenziale durante il processo di miogenesi. 

Le cellule satelliti esprimono anche altri fattori, quali il recettore c-met per il fattore 

HGF (Hepatocyte Growth Factor), CD34 (hematopoietic progenitor cell antigen), 

Sindecano 3, Sindecano 4, caderina di tipo muscolare (M-caderina), integrina α7 e 

integrina β1, MNF (Myocyte Nuclear Factor), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion 

Molecule-1) NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) (Covault e Sanes, 1986 ; Garry et 

al., 1997; Cornelison e Wold, 1997; Tatsumi et al., 1998, Jesse et al., 1998, Beauchamp 

et al., 2000, Cornelison et al., 2001, Chargè e Rudnicki, 2004; Yin et al., 2013, Figura 

4). Tuttavia, anche nel contesto del tessuto muscolare scheletrico, questi marker, ad 

eccezione della M-caderina, non sono espressi esclusivamente da cellule della linea 

miogenica. 

Ruolo delle cellule satelliti nella rigenerazione muscolare scheletrica 

La rigenerazione muscolare scheletrica è caratterizzata inizialmente dall’attivazione 

delle cellule satelliti, che in condizioni normali sono in fase G0, ma si attivano in 

risposta a specifici segnali che provengono dall'ambiente circostante e iniziano a 

proliferare (Costamagna et al., 2015). L'attivazione delle cellule satelliti coinvolge 

moltissime cellule: è stato infatti osservato che le cellule satelliti durante lo sviluppo, la 

crescita e la rigenerazione muscolare, sono capaci di migrare tra le fibre e anche tra i 

muscoli adiacenti. Dopo una serie di cicli di proliferazione la maggior parte delle cellule 
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satelliti entra nel programma di differenziamento miogenico. In particolare, le cellule 

attivate iniziano a fondersi tra loro per formare miotubi e poi fibre multinucleate mature 

in grado di fondersi direttamente con le fibre danneggiate (Chargè e Rudnicki, 2004; Shi 

e Garry 2006). Inizialmente le nuove fibre muscolari sono caratterizzate da dimensioni 

ridotte e nuclei centrali. 	  

	  

Figura 5 Tappe del programma miogenico. Una volta attivate, le cellule satelliti seguono essenzialmente le 
tappe della miogenesi embrionale attivazione, proliferazione, differenziamento e fusione con formazione di 
miotubi e infine delle miofibre. Alcune cellule satelliti non differenziano in fibre muscolari scheletriche, si 
autoreplicano e tornano allo stato di quiescenza, provvedendo alla riserva del pool di cellule satelliti (self 
renewal) (da Yin et al., 2013) 

 

Nel giro di circa 3-5 settimane le neofibre aumenteranno le proprie dimensioni e i nuclei, 

prima centrali, si sposteranno alla periferia della fibra. L’attivazione, la proliferazione e 

il differenziamento delle cellule satelliti sono processi regolati da una famiglia di fattori 

di trascrizione, tra cui Myf5, MyoD, Miogenina e Mrf4. All’inizio, le cellule esprimono 

il fattore di trascrizione Myf5 e poi MyoD e iniziano a proliferare come cellule co-

esprimenti Pax7 e MyoD (Pax7+/MyoD+). L’espressione di Myf5 e MyoD è 

mutualmente esclusiva: cellule che esprimono MyoD non esprimono più Myf5. Queste 

cellule Pax7+/MyoD+ daranno origine a due popolazioni con destini divergenti. Un pool 

di cellule downregola Pax7, mantiene l’espressione di MyoD e inizia il programma di 

differenziamento miogenico. Con la comparsa di miogenina si ha l’uscita dal ciclo 

cellulare dei mioblasti, la loro fusione e l’inizio del differenziamento. MRF4 compare 

quando i mioblasti entrano nella fase terminale di differenziazione (Zhou e Bornemann, 

2001), a cui segue l’espressione di geni muscolo specifici per le catene pesanti della 
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miosina e della proteina chinasi muscolare. Un altro pool di cellule derivanti da cellule 

Pax7+/MyoD+ invece non differenzia, downregola MyoD, mantiene l’espressione di 

Pax7 e Myf5 e va a ricostituire la riserva iniziale di cellule satelliti, garantendo un 

ricambio, disponibile per successivi cicli rigenerativi. Viste tali capacità di 

autorigenerazione, le cellule satelliti possono essere considerate le cellule staminali 

residenti unipotenti del muscolo scheletrico (Kuang and Kuroda, 2007; Tierney and 

Sacco, 2016; Figura 5). 

	  

Regolazione della rigenerazione muscolare scheletrica 

Il comportamento delle cellule satelliti, il mantenimento del loro stato di quiescenza, la 

loro attivazione, nonchè la loro progressione o meno nel programma miogenico, sono 

tutte fasi regolate precisamente da una serie di meccanismi e fattori stimolanti o 

inibenti, che agiscono all’interno del microambiente (nicchia) dove tali cellule sono 

localizzate (Figura 6). Questi fattori comprendono vie di segnalazione, interazioni 

cellula-cellula, cellula-matrice extracellulare, cellula-membrana basale come pure la 

secrezione da parte di cellule residenti come ad esempio le cellule interstiziali, cellule 

endoteliali, e cellule immunitarie di ulteriori fattori (Bentzinger et al., 2010; Ten Broek 

et al., 2010).  

	  

	  
 
Figura 6. Nicchia delle cellule satelliti. Il comportamento di queste cellule è influenzato da interazioni cellula-
cellula, interazioni cellula-ECM, cellula-membrana basale e dalla secrezione di diversi fattori (Bentzinger et al., 
2012; Ten Broek et al., 2010)	  
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Vie di segnalazione 

	  

• La via di segnalazione di Wnt 

La via di segnalazione mediata dalla famiglia di glicoproteine Wnt è coinvolta in diversi 

processi biologici, come la proliferazione, l'adesione, la polarità e la morfologia di molti 

tipi di cellule comprese le cellule satelliti. Questa via di segnalazione si attiva quando la 

glicoproteina Wnt si lega al recettore Frizzled localizzato sulla membrana plasmatica 

delle cellule target. Frizzled presenta un dominio extracellulare N-terminale ricco di 

cisteine che lega la proteina Wnt, sette eliche transmembrana e una corta coda 

citoplasmatica carbossiterminale. Per l’attivazione del sistema è necessaria anche la 

presenza dei corecettori LRP (LDL-related protein) e la formazione del complesso 

ternario WNT/Frizzled/LRP. I segnali Wnt sono trasdotti attraverso almeno tre vie 

distinte di segnalazione intracellulare, che comprendono il pathway canonico “Wnt/β-

catenina”, il pathway “Wnt/Ca2+” e il pathway “Wnt/ PCP” (planar cell polarity) 

(Figura 7). Il più studiato è il pathway “Wnt/β-catenina”, la cui funzione principale è 

quella di regolare i livelli intracellulari di β-catenina. Questa proteina si associa con la 

caderina transmembrana e l'α-catenina legata al citoscheletro, promuovendo l'adesione e 

controllando la morfologia cellulare. I livelli di β-catenina citoplasmatica sono 

mantenuti grazie all'enzima GSK3-β (Glycogen Synthase Kinase-3β) che è in grado di 

degradare l'eccesso di β-catenina. In particolare, si forma un complesso multiproteico 

che porta alla fosforilazione della β-catenina. Questa, una volta fosforilata viene legata 

dalla proteina β-TrCP (β-transducin repeat containing protein), una componente del 

complesso E3 ubiquitina ligasi, che la rende poliubiquitinata e quindi degradabile dal 

proteasoma. Il legame delle glicoproteine Wnt con il recettore, induce la fosforilazione 

di Dishevelled (Dvl), una proteina che inattiva l'enzima GSK-3β. Ciò determina un 

aumento di β-catenina citoplasmatica non fosforilata, la quale migra nel nucleo dove 

funge da trans-attivatore trascrizionale dei suoi geni target, legandosi ai fattori di 

trascrizione TCF/LEF (Nelson e Nusse, 2004). Numerose ricerche indicano che questa 

via di segnalazione regola la funzione delle cellule satelliti durante il processo di 

rigenerazione muscolare, anche se il suo ruolo esatto rimane incerto e i dati ottenuti 

sono in parte contrastanti. Infatti, lo studio di Brack (Brack et al., 2008) suggerì che la 

via di segnalazione mediata da Wnt fosse capace di promuovere il commitment e il 

differenziamento durante la miogenesi adulta, mentre Perez-Ruiz (Perez-Ruiz et al., 
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2008) ipotizzò che la β-catenina fosse in grado di promuovere l’autorinnovamento delle 

cellule satelliti e di prevenire l’immediato differenziamento miogenico: lo stesso autore 

osservò, difatti, che l'espressione della β-catenina o l'inibizione della sua degradazione 

da parte dell'enzima GSK3β portava ad una diminuita espressione di marker di 

differenziamento miogenico quali MyoD e miogenina.	  

	  

 
 
Figura 7. Le vie di segnalazione della proteina WNT. 

 

Viceversa, quando l'espressione di β-catenina veniva downregolata si aveva una minore 

presenza di cellule Pax7+/MyoD- e un aumento del differenziamento miogenico. Poiché 

i livelli di β-catenina determinavano tali effetti, è stato ipotizzato un possibile 

coinvolgimento del pathway Wnt/β-catenina. Infine, un altro gruppo di ricerca (Otto et 

al., 2008) ipotizzò invece che Wnt fosse importante per la proliferazione delle cellule 

satelliti durante il processo di rigenerazione del muscolo scheletrico. Osservarono che le 

proteine Wnt (Wnt1, Wnt3a, Wnt5a, Wnt11) venivano espresse dalle fibre e dalle 

cellule satelliti dopo 2 giorni di coltura in vitro e che le proteine esogene Wnt1, Wnt3a e 

Wnt5a erano in grado di promuovere la proliferazione cellulare mentre Wnt4 e Wnt6, 

non espresse durante la rigenerazione muscolare scheletrica, la inibivano. L'effetto di 

Wnt3a così descritto sembra quindi opporsi a quello pro-differenziante riportato da 
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Brack (Brack et al., 2008). Ciò potrebbe essere dovuto alle diverse fonti di ligandi Wnt, 

come anche dall'espressione di Wnt da parte di cellule in coltura e dalla proteina 

ricombinante, che a sua volta potrebbero influenzare la concentrazione di Wnt e il 

tempo di espressione. Studi recenti hanno mostrato che non solo il pathway “Wnt/β-

catenina” ma anche che il	  pathway “Wnt/PCP” è in grado di regolare il comportamento 

delle cellule satelliti. Il legame Wnt-recettore induce attivazione della proteina Dvl che 

a sua volta porta ad attivazione di piccole GTPasi quali RhoA e Rac. Queste proteine 

portano a riorganizzazione del citoscheletro e all’attivazione di JNK (Jun N-terminal 

kinase) (Figura 7). La proteina Wnt7a agisce legandosi al recettore Frizzled7 attivando 

in modo specifico il percorso Wnt/PCP sia ex vivo che in vitro, ed è stato dimostrato che 

l'attivazione di questo percorso grazie a Wnt7a ricombinante è in grado di ampliare il 

pool di riserva di cellule staminali stimolando in modo particolare il processo di 

divisione cellulare simmetrica (Le Grand et al, 2009).  

• La via di segnalazione di Notch 

La via di segnalazione mediata dalla famiglia dei recettori Notch è emersa come un 

regolatore cruciale in molti processi cellulari diversi, inclusa la proliferazione, il 

differenziamento, la sopravvivenza e l’apoptosi in molti tipi cellulari tra cui le cellule 

satelliti (Borggrefe et al., 2009; Gering et al., 2010; Cave, 2011; Chen et al., 2012). I 

recettori Notch (da Notch-1 a Notch-4 nei mammiferi) sono proteine transmembrana la 

cui attivazione richiede l’interazione con specifici ligandi. Il sito di legame con il 

ligando si trova a livello del dominio extracellulare del recettore. I ligandi sono Jagged 

1 e -2, e Delta-like 1-4, espressi a livello della membrana plasmatica di cellule 

adiacenti. In seguito al legame con il ligando, si attiva un complesso proteolitico 

(disintegrine, metalloproteasi ADAM γ-secretasi) che determina il taglio di Notch con 

conseguente rilascio nel citoplasma di un frammento chiamato Notch-ICD (NICD), il 

quale trasloca nel nucleo e stimola la trascrizione di geni bersaglio (Boni et al., 2008; 

Figura 8).  
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Figura 8. La via di segnalazione di Notch. (modificato da Geisler  e Strazzabosco, 2015)	  
 
La via di segnalazione mediata da Notch gioca un ruolo chiave nella rigenerazione 

muscolare scheletrica. Nelle cellule progenitrici muscolari è stato dimostrato che il 

frammento NICD induce la trascrizione del gene Hes-1 il quale codifica per un fattore 

di repressione in grado di bloccare l’espressione dei fattori di transcrizione miogenica 

quali MyoD, Mef2 e miogenina. In particolare, Notch-1 è coinvolto nella promozione 

della proliferazione mioblastica e nell’inibizione del differenziamento miogenico (Buas 

et al., 2010). Dopo un danno muscolare, il ligando Delta viene rapidamente upregolato 

sia nelle cellule satelliti attivate che nelle fibre. Questo aumento induce attivazione di 

Notch che conseguentemente promuove la proliferazione delle cellule satelliti. Al 

contrario, l'inibizione di questa via di segnalazione ne riduce l'attivazione e altera la 

rigenerazione del muscolo (Conboy e Rando, 2002). Con l'invecchiamento, l'espressione 

di Notch da parte delle cellule satelliti rimane invariata. Ciononostante, in seguito a 

lesione viene a mancare l'upregolazione di Delta, il che comporta una ridotta 

proliferazione cellulare e una rigenerazione muscolare alterata (Conboy et al., 2003). 

Tuttavia, per la fusione dei mioblasti e durante il differenziamento miogenico è 

necessario che la via di segnalazione mediata da Notch venga inattivata. A tale scopo 

esistono due meccanismi in grado di inibire questa via di segnalazione. Il primo 

coinvolge Numb, che induce ubiquitinazione del frammento attivo NICD determinando 

l'inibizione di questa via di segnalazione. Il secondo meccanismo coinvolge la via di 

segnalazione mediata da Wnt. Infatti, l'attivazione di Notch è associata alla 

fosforilazione della tirosina 216 di GSK-3b, mentre il trattamento con l'inibitore di 

Notch o l'attivazione della segnalazione Wnt nei mioblasti coincide con la 
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defosforilazione di questo residuo (Brack et al., 2008). Sebbene il meccanismo esatto 

rimanga sconosciuto è stato ipotizzato che alla base di questo antagonismo sia coinvolta 

la presenilina-1, enzima importante per il clivaggio di Notch e coinvolta nel pathway di 

Wnt. Sembra infatti che la presenilina-1 regoli negativamente la via di segnalazione 

Wnt/β-catenina in quanto necessaria per l'ubiquitinazione della β-catenina (De Strooper 

e Annaert, 2001; Figura 9).  

 

	  

	  
	  
Figura 9. La presenilina nei pathways di Notch e Wnt. Rappresentazione schematica di entrambe le vie di 
segnalazione. Le frecce orizzontali indicano possibili crosstalk negativi.(da De Strooper e Annaert, 2001)	  
	  

	  

Sfingolipidi 

Gli sfingolipidi sono un grande gruppo di glicolipidi naturali, in cui lo scheletro 

molecolare è rappresentato dalla molecola di sfingosina, un amino-alcool a lunga catena 

insatura. Ceramide, ceramide-1-fosfato, sfingosina e sfingosina-1-fosfato (S1P), 

inizialmente venivano ritenuti precursori inerti e prodotti intermedi del metabolismo 

lipidico, ma recentemente sono emersi come importanti molecole di segnalazione, 

capaci di regolare processi come proliferazione, migrazione, senescenza e morte 

cellulare (Hannun e Obeid, 2008). Studi condotti anche dal nostro gruppo di ricerca 

hanno dimostrato che lo sfingolipide S1P, legandosi al recettore accoppiato alla proteina 

G S1PR, influenza il processo di rigenerazione del muscolo scheletrico, promuovendo 

proliferazione, differenziamento e sopravvivenza di cellule mioblastiche (Sassoli et al., 



	   19	  

2014). Inoltre, è stato osservato che S1P esogeno è in grado di attenuare i danni 

muscolari indotti da una contrazione eccentrica, proteggendo le fibre muscolari 

dall'apoptosi e preservando la vitalità e il rinnovamento delle cellule satelliti (Sassoli et 

al., 2011a). Tuttavia, i dati sugli effetti degli sfingolipidi sulle cellule satelliti sono 

ancora incompleti. Ad esempio, l'effetto della ceramide sull'attivazione, proliferazione e 

differenziamento di queste cellule durante la rigenerazione muscolare scheletrica è poco 

noto e resta ancora da chiarire e verificare se S1P possa legarsi o meno ad altre proteine 

intracellulari ed esercitare azioni indipendenti da quelle dovute al suo legame con il 

recettore S1PR. 	  

 

Nicchia muscolare 

Le fibre muscolari prendono contatto diretto con le cellule satelliti regolandone il 

comportamento. Le fibre infatti, rilasciano nell’ambiente una serie di fattori in grado di 

influenzare la funzionalità delle cellule satelliti, ad esempio il fattore SDF-1 (Stromal 

cell-derived factor 1), ligando del recettore CXCR4 (chemokine receptor type 4) che si 

trova sulla superficie delle cellule satelliti. Questa via di segnalazione SDF-1/CXCR4 si 

è dimostrata capace di promuovere la migrazione cellulare (Ratajczak	   et	   al.,	   2003). 

Inoltre, è stato osservato che in seguito a lesione, nelle fibre muscolari aumenta 

l'espressione di Delta, ligando del recettore transmembrana Notch, il quale, attivandosi 

promuove e stimola la proliferazione delle cellule satelliti (Conboy et al., 2003). Con 

l'invecchiamento, diminuiscono le dimensioni e il numero delle fibre e, anche se 

l'effetto diretto di tale cambiamento morfologico non è noto, si osserva una ridotta 

espressione di Delta e di conseguenza una diminuita attivazione della via di 

segnalazione di Notch. Questo evento potrebbe compromettere l'attivazione delle cellule 

satelliti e quindi alterare il processo di rigenerazione muscolare scheletrica.	  

	  

Matrice extracellulare e fattori di crescita  

La membrana basale delle fibre muscolari scheletriche è composta da una rete di 

matrice extracellulare che si trova a diretto contatto con le cellule satelliti e le separa 

dall'interstizio muscolare. La membrana basale è composta da collagene tipo IV, 

glicoproteine come laminina, entactina, fibronectina, decorina e proteoglicani. Queste 

molecole, sono principalmente sintetizzate e secrete dai fibroblasti, ma possono anche 
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essere secrete dai mioblasti durante lo sviluppo e la rigenerazione muscolare; le cellule 

satelliti più precisamente risiedono tra la lamina basale, composta principalmente da 

una rete di collagene di tipo IV e il sarcolemma apicale ricoperto di laminina. La 

membrana basale presenta un gran numero di siti di legame per le integrine α7/β1; tali 

siti ancorano il citoscheletro actinico delle cellule satelliti alla matrice extracellulare. 

Ciò è fondamentale per l'attivazione di queste cellule poiché rende possibile trasdurre la 

forza meccanica extracellulare in segnali chimici intracellulari. Inoltre, i proteoglicani 

sulla superficie delle cellule satelliti agiscono da recettori per una serie di fattori di 

crescita. come ad esempio HGF (Hepatocyte Growth Factor), bFGF (Basic Fibroblast 

Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), IGF-I, IGF-II (insulin-like growth 

factor) e le glicoproteine Wnt. Questi fattori di crescita vengono rilasciati dalle cellule 

satelliti, dalle fibre, dalle cellule interstiziali o provengono dal siero, alcuni sono 

presenti come riserva locale in forma inattiva con lo scopo di facilitare una rapida 

risposta in seguito a lesione. Infatti, la loro attivazione procede rapidamente grazie ad 

una serie di enzimi proteolitici presenti nel siero o nell'interstizio quali ad esempio la 

trombina, le proteasi e le metalloproteasi della matrice (MMP). Questo processo 

altamente coordinato ha lo scopo di promuovere la sopravvivenza, l'attivazione e la 

proliferazione delle cellule satelliti dopo danno muscolare. I fattori che influenzano le 

cellule satelliti e il processo di rigenerazione sono vari e i principali sono riassunti in 

Tabella 1. 

 

Tabella 1. Principali fattori che regolano il comportamento delle cellule satelliti e il processo di rigenerazione 
muscolare (modificato da Ten Broek et al., 2010). 

I fattori di crescita IGF-I e IGF-II agiscono in modo autocrino/paracrino durante la 

rigenerazione e svolgono un ruolo importante nel regolare l'attività delle cellule satelliti. 

IGF-I è in grado di ridurre la degenerazione e di promuovere la sopravvivenza delle 
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fibre muscolari. Entrambi i fattori favoriscono una più rapida risoluzione dell’evento 

infiammatorio che si verifica in seguito a trauma, riducono la fibrosi ostacolando quindi 

la formazione di una cicatrice non contrattile e modulano il livello di espressione dei 

fattori di trascrizione miogenica nelle cellule satelliti, favorendo la loro proliferazione e 

il loro differenziamento. L’aumento di IGF-I nel muscolo scheletrico è associato anche 

a ipertrofia, dovuta ad un incremento della sintesi proteica e ad una maggior attivazione 

delle cellule satelliti, che provvedono a rifornire le fibre di nuovi mionuclei. Da studi in 

vitro è emerso che tali effetti siano in parte dovuti al coinvolgimento della via del 

fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K) e la conseguente attivazione del signaling 

antiapoptotico di AKT. PI3K sembra essere coinvolto anche nell’incremento della 

sintesi proteica mediata dal fattore IGF-I (Yin et al., 2013; Ten Broek et al., 2010).  

Un fattore importante nell’induzione dell’uscita dallo stato di quiescenza delle cellule 

satelliti è il fattore HGF, che si trova nella forma inattiva pro-HGF a livello della 

matrice extracellulare circondante le cellule satelliti. I dati in vitro e in vivo hanno 

dimostrato che in seguito a danno si attiva l'enzima ossido nitrico sintasi (Nitric Oxide 

Synthase, NOS), responsabile della produzione di ossido nitrico. Questo a sua volta 

attiva le MMP determinando il rilascio di HGF dalla matrice extracellulare. Questo poi 

agisce direttamente sulle cellule satelliti, legandosi al recettore specifico c-met, espresso 

sia dalle cellule quiescenti che quelle attivate e ne provoca l’attivazione, la loro 

migrazione nel sito di danno e la proliferazione dei mioblasti, inibendo però al 

contempo il loro differenziamento (Ten Broek et al., 2010; Anderson, 2016).	  	  

Delle nove isoforme di FGF solo cinque hanno mostrato un’attività mitogena nelle 

cellule satelliti. In particolare, questi fattori stimolano la proliferazione cellulare e 

rallentano il differenziamento miogenico (Pawlikowski et al., 2017). Inoltre, i fattori di 

crescita FGF promuovono la rigenerazione muscolare grazie alla loro capacità di 

indurre angiogenesi.  

I fattori della famiglia dei TGF-β agiscono invece inibendo sia la proliferazione che il 

differenziamento delle cellule satellite. La miostatina, membro della famiglia dei TGF-

β, viene espresso dalle cellule satelliti e dai mioblasti e il suo rilascio determina 

downregolazione dei marker Pax3 e Myf5 e inibisce l'espressione di MyoD. La 

miostatina è in grado di mantenere le cellule satelliti nello stato di quiescenza e inibire il 

loro autorinnovamento. Inoltre, sia la miostatina che il TGF-b1 agiscono inibendo sia il 

reclutamento delle cellule mioblastiche nonché il loro differenziamento (Ten Broek et 

al., 2010). Oltre a tali effetti è ben noto che i fattor di crescita TGF-β risultano poi 
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importanti nella promozione della fibrosi, inducendo la transizione 

fibroblasto/miofibroblasto, promuovendo la deposizione di matrice extracellulare e 

aumentando la produzione di collagene e proteine della matrice. Ciò favorisce la 

formazione di tessuti cicatriziali che alterano la funzionalità muscolare e impediscono la 

corretta rigenerazione tissutale (Delaney et al., 2017). 

Le MMP sono una famiglia di enzimi zinco-dipendenti in grado di degradare i 

componenti della matrice extracellulare. Nel muscolo scheletrico, le MMP svolgono un 

ruolo importante durante la rigenerazione muscolare regolando l'attivazione, la 

migrazione e il differenziamento cellulare. Tra tutte le MMP, nel muscolo scheletrico 

sono presenti MMP-2,-3,-7 e -9. In particolare, tra queste, MMP-2 e MMP-9, giocano 

un ruolo importante nella rigenerazione del muscolo scheletrico in seguito a danno. E' 

stato osservato che MMP-9 è coinvolta nella progressione del ciclo delle cellule 

mioblastiche (Zimowska et al., 2013), mentre l'espressione e l'attività di MMP-2 durante 

la fase di allungamento del differenziamento miogenico, è un requisito essenziale per 

completare la successiva migrazione e fusione delle cellule mioblastiche (Oh et al., 

2004; Lluri et al., 2005; Ohtake et al., 2006; Nishimura et al., 2008; Chen e Li 2009;  

Miyazaki et al., 2011). La MMP-2 degrada il collagene di tipo IV e ciò consente alle 

cellule satelliti di migrare attraverso la membrana basale verso il sito di lesione. Recenti 

studi indicano che l'ossido nitrico induce un aumento dell'attività enzimatica e dei livelli 

di espressione di MMP-2 e MMP-9 e che l'attivazione di MMP-2 è necessaria per il 

rilascio di HGF dalla matrice extracellulare (Kherif et al., 1999; Yamada et al., 2008).  

Microambiente esterno alla nicchia  

Oltre ai meccanismi e fattori che agiscono all'interno della nicchia dove risiedono le 

cellule satelliti, anche le popolazioni cellulari stromali locali, i motoneuroni, i vasi 

sanguigni e i fattori da questi rilasciati, regolano il comportamento delle cellule satelliti 

e influenzano quindi la rigenerazione del muscolo leso.  

• Cellule dello stroma 

Le cellule stromali sono una componente rilevante tra la membrana basale e l'epimisio 

che circonda il muscolo scheletrico. La principale popolazione di cellule stromali è 

rappresentata fibroblasti, i quali, oltre a secernere fattori di crescita come ad esempio 

FGF, hanno il compito di secernere matrice extracellulare. In diverse condizioni 

patologiche (diabete e distrofia muscolare) o con l'invecchiamento, si assiste ad una 

infiltrazione di tessuto fibrotico e adiposo dello stroma che compromette la funzionalità 
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muscolare. E' stato dimostrato che sia gli adipociti che i fibroblasti intramuscolari 

derivano da progenitori residenti nel muscolo (fibrocyte/adypocyte progenitors, FAPs). 

Tali cellule non possiedono peraltro potenziale miogenico nè in vitro nè in vivo. I FAP 

sono abbondanti nel muscolo sano e il loro differenziamento è influenzato dal 

microambiente in cui si trovano. In caso di danno muscolare queste cellule ritornano in 

ciclo, proliferano e producono segnali che promuovono il processo di rigenerazione del 

muscolo scheletrico. Sembra, infatti, che questi precursori favoriscano il 

differenziamento delle cellule satelliti presumibilmente grazie alla poduzione di 

interlecuchina-6 (IL-6). In sintesi, durante la rigenerazione muscolare scheletrica si 

viene a creare un microambiente caratterizzato dalla coesistenza di progenitori delle 

fibre muscolari e FAP, entrambi con il compito di coordinare il processo riparativo. In 

caso di patologia muscolare, tuttavia, si viene a interrompere questo equilibrio, i FAP si 

differenziano in adipociti e presumibilmente anche in fibroblasti e possono condurre 

alla produzione di tessuto adiposo e fibroso in eccesso (Joe et al., 2010). Oltre ai FAP 

sono stati identificati a livello dell'interstizio muscolare anche i telociti, un particolare 

tipo cellulare di origine mesenchimale localizzato in prossimità delle cellule satelliti, 

fibre muscolari, terminazioni nervose e vasi sanguigni (Popescu et al., 2011; Bojin et 

al., 201). A livello ultrastrutturale, i telociti sono caratterizzati da un corpo cellulare di 

piccole dimensioni, con lunghi processi citoplasmatici di aspetto moniliforme, chiamati 

telopodi. Per la loro posizione strategica nell’interstizio del muscolo scheletrico, i 

telociti partecipano alla segnalazione intercellulare tra cellule stromali, cellule 

immunitarie, cellule muscolari, microvasi e fibre nervose, mediante contatti 

intercellulari e secrezione paracrina di molecole di segnalazione, attraverso il rilascio di 

vescicole ed esosomi (Faussone-Pellegrini e Popescu, 2011). Sebbene il loro ruolo 

esatto nel processo di rigenerazione muscolare sia ancora sconosciuto, l'osservazione 

che queste cellule secernono il VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) suggerisce 

che i telociti potrebbero essere coinvolti nella promozione delle autorinnovamento delle 

cellule satelliti, facilitando la neoangiogenesi e prevenendo la fibrosi	   (Deasy et al., 

2009). Un'altra popolazione cellulare dell'interstizio muscolare è rappresentata dalle 

muscle side population (SP) cells, cellule caratterizzate dall'espressione della proteina 

trasportatrice Abcg2. Una piccola frazione di queste cellule sembra partecipare al 

processo di rigenerazione muscolare, rappresentando una fonte di cellule satelliti. È 

stato infatti dimostrato che la rimozione di Abcg2 è in grado di alterare il processo  

rigenerativo (Doyle et al., 2011). 
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• Motoneuroni 

È ben noto che la denervazione provoca atrofia progressiva del muscolo scheletrico. A 

seguito di denervazione, nella prima settimana la percentuale di cellule satelliti nel 

muscolo aumenta, similmente a ciò che avviene dopo una lesione muscolare. Tuttavia, 

con il tempo si assiste ad una drastica riduzione di tali elementi, dovuta ad una ridotta 

capacità mitotica e ad un aumentata apoptosi. Nonostante sia ancora poco conosciuto il 

ruolo dei neuroni nell’influenzare le cellule satelliti, sembra che siano coinvolte due 

neurotrofine quali NGF (Nerve Growth Factor) e BDNF (Brain-derived Neurotrophic 

Factor). NGF è espresso durante lo sviluppo muscolare e la sua espressione si riduce 

dopo la nascita. Nei muscoli adulti questo fattore viene espresso dalle fibre muscolari e 

dai fibroblasti durante la fase rigenerativa in corso di diverse condizioni patologiche 

come ad esempio la distrofia muscolare (Ruberti et al., 2000). All'interno del muscolo 

scheletrico, NGF agisce legandosi al recettore a bassa affinità p75NTR espresso dalle 

cellule satelliti, mioblasti primari umani e miotubi (Deponti et al., 2009). E' stato 

osservato che questa interazione NGF/ p75NTR è necessaria per il differenziamento 

miogenico, in particolare sembra essere importante per indurre i cambiamenti 

morfologici necessari per la fusione dei mioblasti in miotubi. Come NGF, BDNF viene 

espresso durante lo sviluppo muscolare ma non nelle fibre adulte. BDNF è presente 

nella maggior parte delle cellule satelliti e sembra che la sua funzione sia quella di 

mantenere lo stato di quiescenza, impedendo il differenziamento. Un recettore specifico 

di BDNF non è stato identificato a livello del muscolo scheletrico, si suppone quindi 

che l'azione di questa neurotrofina sia dovuta al suo legame con il recettore p75NTR in 

modo analogo al fattore NGF (Mousaviet al., 2006). Nel loro complesso questi dati 

indicano come i fattori neurotrofici funzionino in modo autocrino per regolare il 

comportamento delle cellule satelliti e quindi la rigenerazione muscolare. Recentemente 

è stato dimostrato che le cellule satelliti sono in grado di controllare l'innervazione della 

fibra muscolare mediante rilascio di semaforina 3A, un fattore ben noto per essere 

coinvolto nella crescita dell'assone, a confermare che una corretta rigenerazione 

muscolare è strettamente dipendente da una coordinata interazione delle cellule satelliti 

con la propria nicchia (Tatsumi et al., 2009). 

• Vasi sanguigni 

La maggior parte delle cellule satelliti è strettamente associata a capillari. È ben noto 

come angiogenesi e miogenesi siano due processi che durante la rigenerazione 
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muscolare avvengono contemporaneamente. Il fattore VEGF svolge un ruolo cruciale 

nel processo di rigenerazione muscolare regolando e influenzando il comportamento 

delle cellule satelliti. Il VEGF viene prodotto non solo dalle cellule endoteliali ma anche 

dalle cellule satelliti stesse, dai mioblasti e dalle fibre muscolari durante il 

differenziamento miogenico. Il VEGF può funzionare in modo autocrino stimolando la 

migrazione e proliferazione cellulare, prevenendo l'apoptosi e promuovendo il 

differenziamento (Germani et al., 2003; Sassoli et al., 2012a). Inoltre, il trattamento con 

VEGF è in grado attivare la via di segnalazione di Akt provocando ipetrofia della fibra 

(Takahashi et al., 2002).  

Fattori sistemici 

 

• Cellule immunitarie 

Nelle fasi successive ad una lesione muscolare, le cellule immunitarie vengono reclutate 

e svolgono un ruolo importante nel processo di rigenerazione. Esse infatti infiltrano 

rapidamente il muscolo, rimuovono il tessuto necrotico e secernono fattori, alcuni dei 

quali attivano le cellule satelliti. L’inibizione della risposta infiammatoria o alterazione 

dell’attività fagocitica delle cellule mieloidi danneggia il processo rignerativo. Le cellule 

satelliti e le cellule immunitarie si influenzano reciprocamente attraverso il rilascio di 

chemochine. Infatti, le prime secernono citochine proinfiammatorie come IL-1, IL-6 e 

TNF-α che reclutano le cellule immunitarie nel sito di danno e ne promuovono l'attività, 

le seconde, a loro volta, secernono fattori di crescita, citochine come IL-6, componenti 

dell'ECM e MMP che favoriscono l'uscita delle cellule satelliti dalla lamina basale delle 

fibre e promuovono la loro proliferazione. Inoltre l'interazione tra queste due 

popolazioni cellulari previene l'apoptosi delle cellule satelliti.  

 

• Interleuchina-6 (IL-6) 

IL-6 è una citochina pleiotropica prodotta da molti tipi di cellule, come cellule 

emopoietiche, fibroblasti e cellule endoteliali. Durante la rigenerazione le principali 

fonti di IL-6 sono le cellule satelliti, le fibre muscolari e i neutrofili. È stato dimostrato 

che IL-6 induce la proliferazione delle cellule satelliti ed è coinvolta nell'ipertrofia 

muscolare mediata da queste (Serrano et al., 2008). IL-6 agisce in modo autocrino 
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legandosi al recettore IL6R (Interleukin 6 receptor) espresso sul sarcolemma delle fibre, 

a seguito, ad es., di esercizio fisico. Il legame con il recettore attiva a sua volta la via di 

segnalazione JAK/STAT3 (Serrano et al., 2008). In particolare il legame citochina-

recettore porta ad attivazione della proteina Janus chinasi (JAK2), che ha una funzione 

di tirosina chinasi, ed è quindi in grado di fosforilare residui di tirosina di altre proteine. 

JAK2 attivato provoca la fosforilazione della proteina STAT3, la quale a sua volta 

dimerizza, trasloca nel nucleo e agisce come fattore di trascrizione per l'attivazione di 

geni target. 	  

	  

• Ossido nitrico (NO) 

 L’ossido nitrico NO è una molecola molto piccola, che diffonde liberamente 

attraverso le membrane cellulari, e che regola un’ampia varietà di funzioni cellulari. 

È prodotta da molte cellule, ad esempio le cellule muscolari scheletriche e cardiache, 

le cellule epiteliali, le cellule endoteliali, i macrofagi, i fibroblasti e gli epatociti, 

attraverso una reazione catalizzata dalla ossido nitrico sintetasi (NOS). Sono state 

caratterizzate tre isoforme di NOS, ognuna codificata da geni differenti. Due 

isoforme sono costitutivamente espresse (quella endoteliale –eNOS e quella 

neuronale –nNOS), mentre una isoforma è inducibile (iNOS). Diverse cellule hanno 

la capacità di produrre NO nel muscolo scheletrico. In particolare, nell’uomo nNOS 

è costitutivamente espressa a livello del sarcolemma delle fibre muscolari, localizzata 

in strutture specializzate della membrana, attraverso il legame con l’alfa1-sintrofina, 

una proteina associata alla distrofina. E’ stato osservato che l’assenza di distrofina 

(distrofia muscolare di Duchenne) porta ad una conseguente diminuzione di nNOS, il 

che induce infiammazione, lisi delle membrane, perdita di tessuto muscolare e morte 

cellulare. In modelli animali della stessa patologia, è stato osservato che l’NO ha un 

importante effetto protettivo. eNOS è espressa dalle cellule endoteliali. iNOS è 

assente o presente a livelli molto bassi nel muscolo scheletrico normale di ratto e 

umano, tuttavia il suo livello aumenta marcatamente durante l’infiammazione, come 

in caso di miopatie. In seguito a danno muscolare, nella fase di degenerazione, NO 

viene prodotta da macrofagi e fibre muscolari, con conseguente necrosi delle fibre 

stesse. Durante la fase di rigenerazione muscolare, NO invece sembra avere un ruolo 

critico nell’attivazione delle cellule satelliti (Filippin et al., 2009). Infatti, la 

somministrazione di un inibitore di NOS, L-NAME (l-arginine methyl ester) inibisce 
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l'attivazione di queste cellule. Questo presumibilmente è legato al fatto che 

l'inibizione di NOS impedisce il legame del fattore HGF al recettore c-Met sulle 

cellule satelliti. Viceversa il trattamento con l-arginina, substrato di NOS, ne 

determina un aumento dell'attivazione (Anderson, 2000). NO agisce promuovendo 

l’attivazione di MMP2 che determina a sua volta il rilascio di HGF dalla matrice 

extracellulare delle cellule satelliti (Yamada et al., 2008; Figura 10).  

 

 

 

Figura 10. Attivazione delle cellule satelliti NO-dipendente (da Filippin et al., 2009). 

 

E' stato anche osservato che NO può regolare la migrazione cellulare (Collins-

Hooper et al., 2012) e prevenire la fibrosi inibendo la via si segnalazione del fattore 

profibrotico TGF-β. Infatti, Darmani e collaboratori (2004) valutando l’espressione 

di iNOS e TGF-β1 nei macrofagi infiltrati all’interno del tendine del muscolo 

flessore delle dita di animale sottoposto a lesione da schiacciamento, hanno 

dimostrato che durante la normale guarigione, i livelli di TGF-β risultano alti in fase 

precoce e gradualmente decrescono rimanendo, a tre settimane dal danno, 

leggermente al di sopra dei livelli del muscolo sano. L’inibizione di NOS tramite 

trattamento dell’animale con L-NAME al momento del danno porta ad una cronica 

overespressione di TGF-β da parte dei macrofagi infiltrati a 5 settimane dal danno. 

Infine, NO svolge un ruolo chiave poiché può agire come vasodilatatore e può 
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promuovere l’attivazione di molti fattori di crescita coinvolti nella rigenerazione del 

muscolo scheletrico, come VEGF e FGF (Ziche	  e	  Morbidelli, 2000; Rubinstein et al., 

1998) Un processo essenziale per la rigenerazione di un muscolo lesionato è 

l’angiogenesi, che consiste nella ricostruzione dei vasi danneggiati, ripristino del 

flusso sanguigno e del rifornimento di ossigeno ai tessuti. L’angiogenesi è un 

prerequisito per la guarigione morfologica e funzionale del muscolo danneggiato. E' 

stato osservato che in seguito a una lesione muscolare da schiacciamento, in un 

modello sperimentale animale, si assiste ad un aumento dell’area della sezione 

trasversale media capillare di almeno tre volte e un aumento di tre o quattro volte del 

flusso sanguigno globale dell’arto e del letto capillare. La somministrazione di L-

NAME provoca una diminuzione dell’iperperfusione che segue il danno muscolare, a 

suggerire il ruolo chiave della produzione di NO locale nella vasodilatazione nel 

muscolo scheletrico danneggiato (Filippin et al., 2009). 

 

 LA TERAPIA CELLULARE 

	  

La riparazione di un muscolo leso dipende principalmente dal tipo e dalla gravità del 

danno muscolare. Se la lesione è lieve, la guarigione e il raggiungimento di un pieno 

recupero funzionale del muscolo scheletrico sono possibili e sicuramente sono la 

conseguenza del corretto equilibrio che si crea tra il processo di rigenerazione del 

tessuto muscolare ad opera delle cellule satelliti, e il processo di produzione di 

tessuto connettivo. In caso di danno esteso, la sola presenza delle cellule satelliti non 

è sufficiente a garantire un rapido recupero funzionale del muscolo danneggiato. 

Questo perché all’interno di un muscolo scheletrico, le cellule satelliti sono scarse 

rappresentando dal 2 al 7% della totalità dei nuclei e potrebbero non essere reclutate 

in quantità sufficiente nel sito di lesione. Inoltre, in queste condizioni, la capacità 

delle cellule satelliti di differenziarsi in fibre muscolari e rigenerare il muscolo 

danneggiato, può essere ostacolata e compromessa dalla presenza di un’intensa 

risposta infiammatoria e dalla proliferazione/attivazione dei fibroblasti con la 

deposizione eccessiva di matrice extracellulare, per cui spesso il tessuto muscolare 

funzionale viene ad essere sostituito da una cicatrice fibrosa non contrattile che 

amplifica il focus irritativo (Carosio et al., 2011; Filippin et al., 2009; Turner e 

Badyak; Wang et al., 2009). 
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In considerazione delle diverse criticità correlate con il processo di rigenerazione 

muscolare, numerose sono le ricerche dedicate all’identificazione di strategie 

terapeutiche per promuovere il recupero morfo-funzionale di un muscolo scheletrico 

danneggiato o patologico, mirate in particolare a potenziare i processi endogeni di 

rigenerazione tissutale e a stimolare la ricreazione di un microambiente favorevole 

per la funzionalità dei progenitori muscolari. In questo scenario, un approccio 

terapeutico innovativo, efficace e sicuramente interessante, può essere rappresentato 

dalla terapia cellulare che prevede l’inoculo di cellule staminali per la ricostruzione 

biologica di un tessuto (El Oakley et al., 2001). 

In generale, da un punto di vista funzionale, i requisiti fondamentali che le cellule da 

inoculare, allo scopo di favorire la formazione di nuovo tessuto, devono possedere 

sono:  

• capacità di colonizzare il tessuto danneggiato (integrazione anatomica). Tale 

requisito è ovviamente condizione fondante per qualsiasi innesto cellulare 

terapeutico. Ciò implica che le cellule trapiantate devono essere in grado di 

sopravvivere nel tessuto ricevente, sia esso una cicatrice o tessuto patologico. È stato 

ipotizzato che in determinate situazioni di insufficiente apporto ematico, parte delle 

cellule inoculate devono anche essere in grado di contribuire al proprio, con 

l’induzione della creazione di nuovi vasi (angiogenesi); 

• capacità di differenziare in senso tessuto-specifico. Le cellule innestate devono 

possedere una “plasticità” cellulare che permette una loro “riprogrammazione” 

all’interno del tessuto ricevente. 

 

Cellule staminali 

Una cellula per essere definita staminale deve soddisfare due requisiti: la capacità di 

autorinnovarsi (self renewal), al fine di garantire una riserva costante di cellule 

disponibili, e la capacità di specializzarsi e differenziarsi verso una specifica linea 

differenziativa per costituire una progenie di cellule mature in grado di formare tessuti o 

organi e di espletare specifiche funzioni. (Figura 11). 
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Figura 11. Caratteristiche di una cellula staminale: capacità di autorinnovamento e di differenziarsi in citotipi 
diversi. 

 

L’autorinnovamento consiste nella capacità di tali cellule di compiere illimitati cicli 

replicativi, mantenendo lo stesso stato differenziativo. Almeno una delle due cellule che 

si originano dalla divisione cellulare è staminale. Esistono due tipi di divisione 

cellulare: divisione simmetrica e divisione asimmetrica. Nel primo caso la cellula 

staminale dà origine a due copie di se stessa mentre nel secondo, la cellula staminale 

origina due cellule figlie di cui una conserva le caratteristiche di staminalità mentre 

l’altra, chiamata progenitore cellulare, va incontro a differenziamento.  

In base al loro potenziale differenziativo le cellule staminali possono essere definite 

(Figura 12): 

totipotenti: capaci di produrre tutte le cellule differenziate in un organismo, compresi i 

tessuti extraembrionali cellulari come la placenta e il sacco vitellino. Solo lo zigote  

possiede questa capacità. Lo stato di totipotenza non dura a lungo; esso viene 

gradualmente a perdersi fin dallo stadio a otto blastomeri (2-3 giorno dalla 

fecondazione). Superato questo momento infatti, nella successiva divisione cellulare, si 

assiste alla formazione di un abbozzo sferico di 16 cellule, somigliante al frutto della 

mora (da cui il nome morula, piccola mora, che viene dato all‘embrione a questo 

stadio). Le cellule della morula non possono più dare origine ad un individuo completo. 

Le cellule staminali perdono la totipotenza per diventare pluripotenti. 

pluripotenti: sono in grado di generare tutte le cellule derivate dai tre foglietti 

embrionali, endoderma, mesoderma ed ectoderma, ma non le cellule che compongono i 

tessuti extraembrionali. 

Multipotenti: possiedono la capacità di dividersi, ma sono in grado di produrre un 

numero limitato di linee cellulari. Tipico esempio di cellule staminali multipotenti sono 
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le cellule staminali ematopoietiche. 

unipotenti: capacità di differenziarsi in un singolo tipo di cellula ( es. cellula satellite 

muscolo scheletrico). 

 

  

 

Figura 12. Potenziale differenziativo delle cellule staminali. 

 

Le sorgenti di reperimento cellulare potenzialmente utilizzabili in ambito clinico per la 

terapia cellulare possono essere classificate in due categorie principali: allogenica e 

autologa. 

Per fonte allogenica si intende una fonte di reperimento geneticamente non identica al 

ricevente. Allo stato attuale, i tipi cellulari allogenici più sperimentati per prospettive di 

trapianto nell’uomo sono le cellule staminali embrionali umane, le cellule fetali o 

neonatali, e le cellule staminali ematopoietiche da cordone ombelicale. 

Le cellule staminali embrionali provengono da un embrione allo stadio di blastocisti, 

cioè a 4-5 giorni dalla fecondazione. La blastocisti è costituita da tre strutture: il 

trofoblasto, strato cellulare esterno, che circonda il blastocele, ovvero la cavità interna 

in cui è contenuto, ad una estremità, un gruppo di cellule che darà origine all’embrione, 

detto massa cellulare interna. Le cellule staminali embrionali derivano dalla massa 

cellulare interna della blastocisti in seguito a distruzione del trofoblasto (Figura 13). 

Sono cellule pluripotenti, in grado di originare qualsiasi tipo cellulare proveniente dai 

tre foglietti embrionali (ectoderma, mesoderma ed endoderma). 
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Figura 13. Cellule staminali embrionali. 

 

Il potenziale vantaggio dell’utilizzazione di queste cellule staminali rispetto alle cellule 

staminali adulte è l’illimitata capacità di proliferare in vitro e di generare un’ampia 

gamma di linee cellulari. Tuttavia, l’utilizzo di cellule staminali embrionali umane per 

trapianti cellulari a carattere terapeutico, comporta una serie di criticità riguardanti gli 

aspetti etici legati all’impiego di embrioni umani come fonte di cellule staminali. 

Inoltre, queste cellule possono provocare la formazione di tumori benigni (teratomi) e 

maligni (teratocarcinomi). Infine, l’aspetto immunologico non è stato ancora ben 

approfondito e non è chiaro se cellule derivate dalle cellule embrionali in vitro possano 

dar luogo ad una reazione immunitaria da parte dell’organismo ricevente.  

Le cellule fetali staminali sono cellule staminali estratte dal feto, durante il periodo dello 

sviluppo, compreso tra la decima settimana di gestazione fino alla nascita. Sono ottenute 

a seguito di aborti spontanei o interruzioni di gravidanza. Sono considerate cellule 

pluripotenti, deputate in natura all’accrescimento dei tessuti del neonato.  

Le cellule staminali cordonali si ricavano dal sangue del cordone ombelicale. Il cordone 

ombelicale, reciso al momento del parto, può essere conservato a bassissima 

temperatura e fornire staminali intatte anche dopo un lungo periodo. Sembra che le 

cellule staminali cordonali siano in grado di dare origine a diversi tipi cellulari e che le 

loro capacità differenziative possano essere paragonate a quelle delle cellule staminali 

ematopoietiche isolate dal midollo osseo (Peters et al., 2010; Arien-Zakay et al., 2010). 

Per fonte autologa di cellule staminali si intende una fonte di reperimento 

geneticamente identica al ricevente. Tra le più promettenti per l'utilizzo clinico sono da 



	   33	  

considerare le cellule staminali isolate dall’individuo adulto. 

Queste sono cellule indifferenziate localizzate nei tessuti di un organismo adulto con 

capacità di autoreplicazione, anche se più limitata rispetto alle cellule staminali 

embrionali; rispetto a queste ultime possiedono anche una capacità differenziativa 

ristretta: infatti sono cellule unipotenti o multipotenti. Le cellule staminali adulte sono 

state reperite in molti organi come cervello, midollo osseo, vasi sanguigni, muscolo 

scheletrico, pelle e fegato, dove risiedono in particolari micro-ambienti chiamati nicchie 

e dove rimangono allo stato quiescente per molto tempo fino a che in caso di patologia 

o danno si attivano, iniziano a proliferare, migrano fuori dalla nicchia e differenziano 

(Fuchs et al., 2004; Urbanek et al., 2006). Il ruolo primario di queste cellule è il 

mantenimento e la riparazione del tessuto in cui sono localizzate. Negli ultimi anni, 

numerose evidenze sperimentali hanno mostrato come queste cellule staminali sono in 

grado di trans-differenziare in cellule di un tessuto di origine diversa, in appropriate 

condizioni sperimentali, rendendole cosi oggetto di numerosi studi (Blau et al., 2001; 

Korbling e Anderlini, 2002). 

Cellule mesenchimali stromali/staminali adulte da midollo osseo (BM-MSC) 

Le cellule mesenchimali stromali/staminali (MSC) sono una popolazione di cellule 

staminali adulte, presenti nei compartimenti stromali di supporto degli organi adulti. La 

loro presenza è stata dimostrata in diversi organi e tessuti inclusi muscolo scheletrico, 

tessuto adiposo, fegato, derma, pancreas, polmone, periostio, liquido sinoviale, polpa 

dentale, placenta, liquido amniotico, cordone ombelicale e altri tessuti fetali; tuttavia la 

loro principale fonte rimane il midollo osseo dove sono state identificate più di 40 anni 

fa (Zuk et al., 2002; Salem et al., 2010; Bashir et al., 2014; Figura 14).  
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Figura 14. Potenziale differenziativo di cellule mesenchimali staminali isolate da diverse fonti. Le cellule 
MSC sono state isolate da muscolo scheletrico, midollo osseo, tendine, tessuto adiposo, placenta e cordone 
ombelicale e sono capaci di differenziarsi in cellule derivanti dal foglietto mesodermico come, adipociti, 
osteociti, condrociti, cardiomiociti e cellule muscolari lisce e sono in grado anche di trans-differenziare in cellule 
endoteliali, cellule epatiche, cellule neurali e cellule pancreatiche derivate dagli altri foglietti embrionali (Zhang 
et al., 2012) 

 

La loro scoperta si deve allo scienziato russo Alexander Friedenstein che nel 1970 

coltivò biopsie di stroma midollare e, dopo quattro ore, rimosse le cellule non 

aderenti, eliminando così la maggior parte delle cellule ematopoietiche. Le cellule 

adese alla piastra si mostravano in apparenza eterogenee, di aspetto fusiforme e 

formavano focolai di due o quattro cellule, che rimanevano inattive per 2-4 giorni per 

poi iniziare a moltiplicarsi rapidamente.	  Dopo molti passaggi in coltura, le cellule 

aderenti diventavano più omogenee formando colonie, ognuna delle quali derivata da 

un singolo precursore, per questo definito unità formanti colonie fibroblastoidi 

(CFU-F). Nel midollo osseo le cellule MSC sono parte integrante della nicchia 

ematopoietica (Figura 15); dove sono in grado di regolare la sopravvivenza, la 

replicazione, la migrazione e il differenziamento delle cellule staminali 

ematopoietiche e di supportare l’ematopoiesi attraverso diversi meccanismi quali 

l’interazione tra cellule o la produzione di fattori di crescita e chemochine come il 

fattore SDF1 (Ji et al., 2004; Friedenstein et al., 1968; Méndez-Ferrer et al., 2010).  
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Figura 15. Schema della “nicchia emopoietica”del midollo osseo dove si trovano vari tipi cellulari tra cui le 
cellule staminali ematopoietiche (HSCs) e le cellule mesenchimali stromali staminali (MSC) (Da Grassel E 
Ahmed, Frontiers in Bioscience, 2007). 

 

Le cellule MSC hanno aspetto fusiforme, sono capaci di aderire alle piastre da 

coltura e hanno capacità di differenziarsi in adipociti, osteoblasti e condrociti 

(Figura 16). Dal punto di vista immunofenotipico tali cellele sono caratterizzate 

dall’espressione di antigeni di superficie come CD73, un ecto-5’-nucleotide, 

coinvolto nelle interazioni stromali del midollo osseo, nella migrazione delle 

MSC e nella modulazione dell’immunità adattativa, CD90 (antigene Thy1) e 

CD105 o endoglina, ovvero il recettore III del TGF-β, implicato nella 

differenziazione in senso condrogenico delle cellule . Tali cellule tuttavia non 

esprimono i marcatori ematopoietici come: CD11 e CD14 (marker di monociti e 

macrofagi); CD34 (marcatore precoce di staminali ematopoietiche e cellule 

endoteliali), CD45 (leucociti) CD19 o CD79a (cellule B) e antigeni di leucociti 

umani (HLA)-DR sulla superficie molecolare (Dominici et al., 2006; Figura 16). 

Nonostante i criteri per identificare le cellule MSC siano ben stabiliti, il rischio di 

contaminazioni da parte di cellule non mesenchimali durante il loro isolamento, 

risulta alto e di conseguenza la popolazione che si ottiene può essere eterogenea e 

la percentuale di MSC di difficile misurazione (Richardson et al., 2012).  

Le MSC possiedono una serie di proprietà biologiche uniche che le rendono candidati 

cellulari ideali da poter utilizzare nei protocolli di medicina rigenerativa mirati alla 

ricostruzione di diversi tessuti danneggiati (Sassoli et al., 2012a). 
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Figura 16. (A destra) Criteri identificativi delle cellule mesenchimali stromali: Le cellule MSC isolate da midollo 
osseo esprimono sulla loro superficie una serie di marker identificativi come ad esempio CD90, CD105 e CD73 
(modificato da Le Blanck 2012). A sinistra: Immagine a contrasto di fase di cellule mesenchimali isolate da midollo 
osseo di topi adulti (Giannelli et al., 2013). 

 

Infatti tali cellule: 

• sono facili da isolare da pazienti o da banche di midollo osseo e quindi il loro 

utilizzo non presenta problematiche di carattere etico, a differenza delle cellule 

staminali embrionali; 

• possono essere rapidamente espanse, senza perdere il fenotipo o la capacità 

differenziativa (Zhironkina et al., 2012; Haack-Sørensen., 2012);  

• sono dotate di grande plasticità essendo capaci di differenziare, quantomeno sotto 

opportuna stimolazione in vitro, in elementi di derivazione mesenchimale e non-

mesenchimali inclusi cellule mioblastiche (Wakitani et al., 1995) cardiomiociti 

(Makino et al., 1999) cellule epatocita- simile (Schwarts et al., 2002), cellule 

neuronali e di nevroglia (Woodbury et al., 2000; Sanchez-Ramos et al., 2000) e 

cellule endoteliali (Oswald et al., 2004); 

• se vengono inoculate per via sistemica, sono capaci di migrare verso i siti specifici 

di danno tissutale, (Chapel et al., 2003; Chamberlaine et al., 2007; Satija et al., 

2007); 

• sono capaci di esercitare un’azione anti-infiammatoria e immunosoppressiva 

modulando la funzionalità delle cellule dell’immunità innata e acquisita (Uccelli et 

al., 2006); inoltre  

• hanno una bassa espressione del complesso maggiore di istocompatibilità di classe 

I e sono inoltre prive di componenti del MHC di classe II (Uccelli et al., 2006) il che 
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le rende non immunogeniche. Per tutte queste proprietà è possibile un loro utilizzo in 

contesti sia autologhi che eterologhi. 

• Non hanno potenzialità tumorigeniche (Wang et al., 2012) 

	  

TERAPIA CELLULARE PER LA RIGENERAZIONE MUSCOLARE 

Cellule satelliti 

I candidati più idonei per la rigenerazione muscolare scheletrica sono le cellule satelliti, 

in virtù del fatto che rappresentano una popolazione cellulare residente del muscolo 

scheletrico, già programmata per ricostituire il tessuto muscolare; la loro potenzialità 

terapeutica, in effetti, è stata dimostrata in diversi modelli animali sperimentali di 

distrofia e di danno muscolare (Cossu et al., 2004; Tedesco et al., 2010; Montarras et 

al., 2005) e anche nel recupero della funzionalità muscolare di muscoli traumatizzati 

(Kuang e Rudnicki, 2008; Menasche, 2007). Uno studio molto originale e pionieristico 

è quello condotto da Partridge e collaboratori (1989) dove si dimostra che l’inoculo di 

cellule mioblastiche derivate da cellule satelliti isolate da muscoli di topi sani e coltivate 

in vitro è in grado di ristabilire l’espressione di distrofina in muscoli di topo distrofico. 

Li e collaboratori (2010a), hanno dimostrato che l’autotrapianto di cellule satelliti 

isolate da un muscolo sano è capace di promuovere la rigenerazione del muscolo 

scheletrico lesionato per schiacciamento nel coniglio. 

L’utilizzo delle cellule satelliti per la rigenerazione muscolare scheletrica offre 

numerosi vantaggi:  

• Le cellule satelliti possono essere chiaramente identificate; esse sono tra le poche 

cellule staminali adulte che possono essere identificate con certezza e affidabilità, 

grazie alla loro specifica localizzazione anatomica e all’espressione di specifici 

marker molecolari. 

• Sono facilmente isolabili da biopsie di muscolo scheletrico umano, senza 

complicate procedure e possono essere amplificate in vitro in laboratorio (i protocolli 

di purificazione e le condizioni di coltura sono ben definiti e sperimentati). 

• Hanno capacità di autorinnovamento e ciò garantisce la funzionalità delle 

cellule trapiantate a lungo termine.  
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• La miogenesi è un processo ormai noto, e i fattori trascrizionali che regolano 

l’attivazione, la proliferazione e il differenziamento delle cellule satelliti sono stati 

ben studiati. Queste informazioni sono essenziali al fine di poter manipolare le 

cellule prima del trapianto e conoscere il loro destino una volta inserite nel tessuto 

ospite. 

• Modelli sperimentali di colture cellulari e modelli animali sono a disposizione 

per lo studio delle cellule satelliti in condizioni sia fisiologiche che patologiche 

(modelli di danno muscolare, mioipatie, malattie muscolari degenerative in 

generale).  

Tuttavia, è necessario anche sottolineare tutta una serie di criticità che ostacolano  

l’utilizzo delle cellule satelliti per scopi rigenerativi quali: i) l’alta eterogeneità di questa 

popolazione cellulare (Yin et al., 2013), ii) la perdita del loro potenziale miogenico 

dopo isolamento ed espansione in coltura (Montarras et al., 2005), iii) la pre-

determinazione dipendente dal tipo di fibra muscolare da cui derivano (fibre lente 

versus fibre rapide, muscoli della testa versus muscoli degli arti) (Harel et al., 2009), iv) 

la scarsa sopravvivenza nel tessuto ricevente (Sammels et al., 2004); v) l’incapacità da 

parte di queste cellule di attraversare la parete dei vasi sanguigni che non consente un 

loro trapianto per via sistemica, limitando il loro impiego terapeutico a iniezioni locali, 

una procedura non facile e fastidiosa per il paziente. In più, considerata la scarsa 

capacità di migrazione intramuscolare delle cellule satelliti, esse dovrebbereo essere 

iniettate in più siti e ad altissima densità. Recenti studi hanno indicato che enzimi capaci 

di degradare la matrice extracellulare, come le metalloproteasi, potrebbero migliorare e 

facilitare la migrazione delle cellule trapiantate. Anche il rischio di rigetto immunitario 

è alto soprattutto qualora siano trapiantati mioblasti allogenici e pertanto è necessaria la 

somministrazione di agenti immunosoppressori (Skuk et al., 2007). Sulla base di tutte 

queste considerazioni l’attenzione da parte di molto ricercatori è stata spostata su altre 

fonti di cellule di origine non miogenica da utilizzare per la riparazione/rigenerazione 

del muscolo scheletrico e cardiaco e tra queste risultano particolarmente promettenti le 

cellule mesenchimali stromali/staminali adulte derivate da midollo osseo. 

 

Cellule mesenchimali stromali 

Le cellule MSC, date le loro caratteristiche, rappresentano uno dei tipi di cellula 

staminale più adatto all’utilizzo nel trattamento di molte patologie degenerative. 
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Numerosi studi hanno dimostrato che le MSC da midollo osseo (BM-MSC), una volta 

inoculate in muscoli di animali danneggiati o affetti da patologie muscolari, sono in 

grado di esercitare un’azione benefica in termini di recupero funzionale del muscolo 

scheletrico (Turner et al., 2012; Cashman et al., 2013). Infatti, la somministrazione 

locale o sistemica di queste cellule in muscoli lesionati in seguito a lacerazione (Natsu 

et al., 2004), taglio o schiacciamento (Matziolis et al., 2004; Von Roth et al., 2012) o 

iniezione di cardiotossina (Dezawa et al., 2005; De La Garza-Rodea et al., 2011) 

promuove la formazione di nuove fibre e contribuisce al recupero funzionale del tessuto 

muscolare. È stato anche osservato un considerevole aumento della densità capillare e 

della perfusione collaterale, associate ad una diminuzione dell’arrangiamento spaziale 

disordinato e del numero di fibre atrofiche in muscoli ischemici trapiantati con BM-

MSC (Kinnaird et al., 2004; Li et al., 2010b). Inoltre, alcuni studi riportano che 

l’iniezione di cellule BM-MSC in muscoli distrofici, è capace di ripristinare i livelli di 

distrofina (Dezewa et al., 2005; Feng et al., 2008; Li et al., 2011), ridurre lo stress 

ossidativo (Winkler et al., 2012), e migliorare la funzione motoria (Li et al., 2011).  

 

Figura 17. Effetti terapeutici paracrini di cellule stromali mesenchimali derivanti dal midollo osseo (BM-
MSC). Abbreviazioni: ECM: matrice extracellulare; FGF: fattore di crescita dei fibroblasti; HGF: fattore di crescita 
degli epatociti; IL-1: l'interleuchina-1; IL-6: interleuchina-6; IL-10: l'interleuchina-10; MMP: metalloproteinasi; 
PDGF: fattore crescita derivante dalle piastrine; TGF-β: fattore di crescita trasformante-β; VEGF: fattore di crescita 
dell'endotelio vascolare  SDF-1: fattore-1 derivato dalle cellule stromali; IL-1RA: interleukin 1 receptor antagonist; 
PGE2: prostaglandina E2; LIF: fattore inibitorio di leucemia; NO: ossido nitrico (da Sassoli et al., 2012b) 
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È stato dimostrato che le cellule BM-MSC possono differenziare in vitro in cellule con 

caratteristiche simili a quelle di cellule muscolari scheletriche, lisce e cardiache (Ferrari 

et al., 1998; Goldring et al., 2002) e che, se coltivate insieme a mioblasti umani in corso 

di differenziamento, possono partecipare alla formazione di miotubi mediante la fusione 

con queste cellule (Goncalves et al., 2006; Beier et al., 2011). Nonostante la loro 

plasticità, rimangono tuttavia ancora da chiarire i meccanismi attraverso i quali le 

cellule inoculate esercitano effetti benefici sulla performance del tessuto. Infatti, ad 

eccezione di pochi studi, rimane ancora molto controverso la possibilità che in vivo le 

BM-MSC possano transdifferenziare in fibre muscolari scheletriche e/o fondersi con le 

cellule ospiti. Sembra sempre più evidente che la loro azione benefica non sia tanto 

dovuta alla multipotenza e possibilità di transdifferenziare in cellule muscolari, ma 

piuttosto alla loro capacità di secernere fattori paracrini con molteplici effetti sul 

microambiente circostante, inclusa la promozione della neo-angiogenesi mediante il 

rilascio di VEGF, inibizione dell’apoptosi, rimodellamento della matrice extracellulare 

e stimolazione dei meccanismi endogeni di riparazione (Gnecchi et al., 2008; La Par et 

al., 2009;  Chimenti et al., 2010; Quattrocelli et al., 2010; Figura 17). In questo contesto, 

studi in vitro condotti dal nostro gruppo di ricerca hanno dimostrato che le cellule BM-

MSC sono capaci di: i) stimolare la proliferazione delle cellule satelliti, ii) promuovere 

il rilascio da parte dei mioblasti di enzimi coinvolti nel rimodellamento della matrice 

extracellulare (MMP), evento peraltro necessario per la migrazione e la proliferazione 

degli elementi cellulari coinvolti nei processi riparativi, iii) inibire il differenziamento 

dei fibroblasti estratti da muscolo scheletrico in miofibroblasti, principali cellule 

responsabili della deposizione eccessiva di matrice extracellulare e della progressione 

del processo di fibrosi; inoltre iv) tali effetti sono per lo più mediati dalla secrezione di 

una serie di fattori paracrini di crescita e citochine, tra cui il fattore VEGF e il lipide 

bioattivo sfingosina 1-fosfato (S1P) (Sassoli et al., 2012a; Sassoli et al., 2014a; Sassoli 

et al., 2014a).  

Attualmente le cellule BM-MSC costituiscono una fonte di reperimento molto 

promettente per la terapia cellulare in ambito clinico ma nonostante i risultati 

incoraggianti ottenuti, il loro utilizzo in protocolli di medicina rigenerativa è ostacolato 

da una serie di criticità e di limiti (von Bahr et al. 2012; Bashir et al. 2014; De Becker e 

Riet 2016). Infatti, una volta trapiantate a livello del tessuto danneggiato le cellule BM-

MSC sopravvivono transitoriariamente e in fase precoce vanno incontro ad apoptosi. 

Una notevole mole di ricerche è diretta da identificare fattori di crescita appropiati in 
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grado di promuovere la sopravvivenza e la funzionalità di queste cellule. Numerosi 

studi si sono focalizzati sullo sviluppo di supporti bioingegnerizzati, ossia matrici 

idonee alla crescita cellulare, da inoculare unitamente alle cellule a livello del tessuto 

leso al fine di garantirne un miglior insediamento e una maggiore sopravvivenza. 

Inoltre, in generale è necessario sottolineare che, al fine di poter utilizzare le cellule 

staminali nella pratica clinica occorre standardizzare i protocolli di espansione, 

identificare le condizioni di coltura in vitro più idonee per la loro proliferazione e 

differenziamento e identificare le modalità più idonee per il loro inoculo. In aggiunta, 

sono ancora necessari studi a lungo termine per chiarire meglio gli effetti collaterali e 

convalidare la sicurezza di queste cellule per la rigenerazione di diversi tessuti incluso il 

tessuto muscolare scheletrico. Infine, per la manipolazione di queste cellule, è di 

cruciale importanza evitare sensibilizzazioni e contaminazioni legate all'uso di proteine 

di origine animale come il siero fetale bovino (FBS) che normalmente viene utilizzato 

per la coltura cellulare in vitro (Tonti e Mannello, 2008).  

 

 

PLASMA RICCO DI PIASTRINE E RIGENERAZIONE MUSCOLARE 
SCHELETRICA 

Negli ultimi decenni gli sviluppi scientifici della biologia cellulare e molecolare e la 

progressiva comprensione dei processi di guarigione delle ferite e dei processi di 

rigenerazione dei tessuti hanno stimolato la ricerca e lo sviluppo nell’ambito della 

medicina rigenerativa e dell'ingegneria dei tessuti. 

L'idea di "soluzioni biologiche” per problemi biologici e medici sta emergendo come un 

paradigma che porta allo sviluppo di nuovi o più ottimizzati preparati biologici che 

potrebbero aprire nuovi percorsi in ambito chirurgico e per il trattamento di una vasta 

gamma di patologie. Inoltre, le più recenti tendenze cliniche mirano allo sviluppo di 

procedure sempre meno invasive e di trattamenti accelerati atti a ridurre la morbilità e 

migliorare il recupero funzionale. Questo tipo di procedure avrebbero anche notevoli 

ricadute economiche nel senso di riduzione dei costi legati all’assistenza sanitaria.  

PRP: propietà e vantaggi 

In diversi ambiti terapeutici sta emergendo come promettente strategia l’utilizzo del 

plasma ricco di piastrine (Platelet Rich Plasma, PRP), un emoderivato ad uso non 



	   42	  

trasfusionale, definito come una parte di plasma ad alta concentrazione di piastrine 

(concentrazione piastrinica maggiore di 1.0x106 cells/ul). Il razionale dell’impiego di 

tale preparato risiede nella ricchezza di fattori di crescita, i quali potrebbero svolgere 

un'azione sinergica attivando molteplici vie di segnalazione importanti per numerosi 

processi tra cui sopravvivenza e proliferazione cellulare (Amable et al., 2013; Guevara-

Alvarez et al., 2014; Suchánková Kleplová et al., 2014; Navani et al., 2017). I fattori di 

crescita sono dei mediatori biologici naturali che agiscono a livello cellulare stimolando 

diversi processi tra cui proliferazione e differenziamento. Le piastrine elaborano, 

immagazzinano e quindi rilasciano, se attivate, numerosi fattori di crescita capaci di 

stimolare la replicazione di diversi tipi cellulari come fibroblasti, osteoblasti e cellule 

endoteliali, esercitando peraltro, un’azione chemiottatica verso macrofagi, e 

polimorfonucleati. Pertanto, rilasciati localmente questi fattori possono innescare 

processi di rigenerazione tissutale. Tra i numerosi fattori di crescita contenuti nel PRP, 

si possono annoverare PDGF, TGF-β, EGF, FGF, IGF-1, HGF, IL-1, VEGF e S1P. 

Vista l’alta presenza di questi fattori piastrinici, il PRP potrebbe essere usato per scopi 

rigenerativi al fine di promuovere e favorire la riparazione di un tessuto quando 

applicato in vivo nel sito di lesione.  

Le piastrine contenute nel PRP per rilasciare i vari fattori degli alfa-granuli necessitano 

di attivazione, cui fa seguito la degranulazione e il rilascio del contenuto. Tale processo 

porta alla formazione di una sostanza gelatinosa, il gel piastrinico (Figura 18), nel quale 

le piastrine attivate sono intrappolate in una maglia di fibrina dove continuano ad 

esercitare la loro attività, diffondendo le sostanze bioattive lentamente nell'ambiente 

(Roman e Bolta, 2007). Un potenziale vantaggio del PRP è dato dalla facilità 

d’isolamento dal sangue del paziente da trattare (PRP autologo) dopo un semplice 

processo di centrifugazione; rendendolo quindi un prodotto potenzialmente sicuro, 

senza rischi di trasmissione di malattie o di reazione immunogeniche. Infatti, l’utilizzo 

di sieri di origine animale per la coltivazione di cellule per uso clinico potrebbe 

rappresentare una componente xenogenica potenzialmente dannosa. 
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Figura 18. Preparazione del PRP 

Le proteine di tale siero potrebbero, infatti, essere internalizzate dalle cellule in coltura e 

stimolarne l'immunogenicità. Pertanto, numerose ricerche si sono dedicate 

all’identificazione di possibili sostituti del siero animale, privi di immunogenicità. Il 

PRP, sia per l’origine autologa che per la sua alta concentrazione di fattori di crescita e 

per le sue caratteristiche di sicurezza, oltre a fornire effetti terapeutici benefici quando 

applicato in vivo nel sito di lesione tissutale, potrebbe rappresentare anche un ottimo 

sostituto dei sieri di origine animale per la coltura cellulare in vitro (Suchánková 

Kleplová et al., 2014). Infine, un ulteriore vantaggio legato all’utilizzo del PRP è 

rappresentato dal suo basso costo. 

 

Utilizzo del PRP 

Il PRP è stato studiato e applicato con diverse finalità sperimentali e terapeutiche, 

tra cui il trattamento delle ulcere croniche, la rigenerazione ossea e dei tessuti 

molli in odontoiatria e implantologia orale (Anitua et al., 2007). Il PRP autologo è 

stato sviluppato nei primi anni ‘70 come un bioprodotto per uso infusionale.	  	  

Tra i primi usi sperimentali delle piatrine sono da annoverare le ricerche del 

gruppo di Ross (Ross et al., 1974) su colture di cellule muscolari lisce. In tale 

protocollo, l'aggiunta al siero di piastrine e calcio o del prodotto derivato 

dall’attivazione piastrinica, aumentava l'attività mitogena e la proliferazione 

cellulare. Il PRP autologo è stato usato per la prima volta nel 1987 in una 

chirurgia cardiaca (Ferrari et al. 1987) e il suo utilizzo si è rivelato privo di 

complicanze. L'utilizzo clinico del PRP è però raramente segnalato negli anni ‘80 
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(Miyazono et al., 1989) e ha cominciato guadagnare popolarità a metà degli anni 

’90 in svariati settori della medicina. Trova applicazione in primo luogo nel 

trattamento di ferite o ulcere cutanee a diversa localizzazione (Borzini et al., 

2006). Infatti, vari studi riportano che, applicando il PRP sull'area della lesione 

ulcerosa, i numerosi fattori di crescita derivati dalle piastrine contenuti nel gel, 

favoriscono la rigenerazione tissutale velocizzando il processo e migliorando la 

qualità della riparazione cutanea (Frykberg et al., 2010; Sell SA et al., 2011) 

(Figura 19). Inoltre, líutilizzo di PRP rappresenta il trattamento di scelta nella 

terapia topica di ulcere diabetiche (Carter et al., 2011). Il nostro gruppo di ricerca 

ha inoltre dimostrato che l'utilizzo del PRP da solo o in combinazione con MSC 

all'interno della matrice dermica INTEGRA® contribuisce alla rigenerazione di 

lesioni cutanee in un modello animale. In particolare, il PRP si è dimostrato 

capace di preservare la vitalità delle cellule BM-MSC, stimolare la loro 

proliferazione e migliorare la loro capacità di reclutare precursori endogeni nei siti 

di lesione (Formigli et al., 2012).  

Interessanti approcci sperimentali includono l'applicazione del PRP per la 

rigenerazione di nervi periferici di ratto e in ambito oculistico, in forma non 

attivata, per il trattamento di ustioni e ulcere corneali (Anitua et al., 2007). 

In chirurgia odontostomatologica e maxillo-facciale il PRP viene utilizzato in 

implantologia per la sua capacità osteoconduttiva, da solo o in associazione a 

materiali biocompatibili allogenici o artificiali e in chirurgia parodontale nei 

soggetti con difetti di cicatrizzazione ed emostasi (Marx, 2004).  

Altro settore dove trova impiego il PRP è la chirurgia ortopedica dove viene 

utilizzato negli interventi di osteosintesi, nelle resezioni ossee e negli interventi di 

artroprotesi per favorire i processi di osteogenenesi, osteoinduzione ed 

osteoconduzione. In tali sedi il PRP, con la liberazione dei fattori di crescita 

agisce sulla proliferazione cellulare e la condrogenesi (Everts et al., 2006). In 

ortopedia il PRP appare estremamente promettente anche per il trattamento di 

danni a tendini (Figura 20) legamenti e tessuto muscolare, che solitamente 

guariscono molto lentamente. Studi condotti in vitro su tenociti umani hanno 

dimostrato che il pool di fattori di crescita rilasciati dalle piastrine ne aumenta la 

proliferazione e stimola alla produzione di fattori di crescita, come il VEGF e 

HGF. 
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Figura 19. (A) Infiltrazione di PRP a livello del letto dell’ulcera; (B) Situazione post-operatoria dopo 15 
giorni dal trattamento; (C) Situazione post-operatoria dopo 30 giorni dal trattamento (D) Situazione post-
operatoria dopo 45 giorni dal trattamento e guarigione completa della lesione ulcerosa (Da Gentile et al., 
2016). 

 

Questa azione paracrina promuove l’angiogenesi e previene la formazione di fibrosi, 

grazie al fattore HGF, importante agente antifibrotico (Anitua et al., 2005). Nell’ambito 

delle tendinopatie l’infiltrazione di PRP a distanza di una settimana dall’intervento 

chirurgico (Virchenko et al., 2006), l’applicazione intra-operatoria (Sanchez et al., 

2007), l’applicazione locale eco-guidata (Mishra e Pavelko, 2006) hanno evidenziato 

recuperi significativamente migliori nei pazienti trattati con PRP. Inoltre il PRP, da solo 

o associato a tessuto adiposo, sta emergendo come potenziale strategia terapeutica in 

chirurgia estetica per la correzione dei difetti del volto, trattamento di cicatrici, per la 

ricostruzione del seno e per il trattamento dell'alopecia androgenica (Gentile et al., 

2013; Gentile et al., 2015). Attualmente, le possibili applicazioni sia sperimentali che 

cliniche del PRP sono ancora oggetto di studi per definire al meglio le sue 

caratteristiche e potenzialità, come pure per standardizzarne la preparazione e 

l’applicazione. 
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Figura 20. Trattamento chirurgico della rottura del tendine di Achille: (A) suturazione chirurgica del tendine 
di Achille; (B) iniezione di PRP attivato all'interno dei fascicoli; (C) applicazione di uno scaffold di fibrina 
nell’area interessata (D) infiltrazione sottocutanea di PRP attivato prima della sutura (Da Anitua et al., 2007). 

 

PRP e Muscolo scheletrico: potenzialità e controversie. 

Numerosi e recenti studi hanno dimostrato effetti positivi del PRP in vitro sulla 

sopravvivenza, proliferazione e migrazione di diversi tipi di cellule, tra cui i mioblasti 

(Graziani et al., 2006; Formigli et al., 2012; Amable et al., 2014; Kelc et al., 2015, 

McLure et al., 2016; Tsai et al., 2017). Risultati incoraggianti, anche se ancora ad uno 

stadio iniziale, sono stati osservati anche in vivo in seguito a trattamento con PRP di 

muscoli scheletrici danneggiati. In particolare, in modelli animali di danno muscolare da 

contusione o da strappo, il PRP è stato capace di promuovere l'attivazione delle cellule 

satelliti e la miogenesi, di migliorare la contrattilità del muscolo, di ridurre il tempo di 

recupero e di aumentare la neovascolarizzazione (Wright-Carpenter et al., 2004; 

Hammond et al., 2009; Gigante et al., 2012). Inoltre, in uno studio recente è stato 

dimostrato che la combinazione del PRP con l’agente antifibrotico Losartan migliorava 

la guarigione rispetto al trattamento con il solo PRP (Terada et al., 2013). Infatti, tale 

combinazione sembra ridurre la fibrosi, promuovere l’angiogenesi e stimolare la 

riparazione del muscolo con lesioni da contusione. Visti gli ottimi risultati ottenuti in 

vitro e su modelli animali, sono stati condotti sull’uomo una serie di studi clinici mirati 

a valutare gli effetti del PRP su lesioni muscolari scheletriche. Tuttavia, i dati ottenuti 

sono risultati scarsi e contrastanti (Tabella 2). Una delle possibili cause della scarsità di 

dati può essere legata al fatto che l’agenzia mondiale antidoping (World Anti-Doping 

Agency, WADA) fino all’anno 2010 ha considerato la terapia con PRP (e quindi con 
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fattori di crescita) tra le procedure proibite e, di conseguenza, sono stati pochi gli studi 

condotti. In seguito, è stato definito che le formulazioni del PRP utilizzate non sono in 

grado di provocare un aumento significativo delle prestazioni sportive. Perciò, poichè 

l’uso a scopo terapeutico del PRP non viola lo spirito delle competizioni sportive, esso è 

stato rimosso dalla lista delle procedure proibite dal 2011. 

Autore 
 

Popolazione 

 

Tipo di danno Tipo di 
preprarazione di 

PRP 

Modo di 
somministrazione 

Risultati 

Wright-
Carpenter 

et al., 
(2004) 

 

18 sportivi 
professionisti e 11 
controlli. (Europa) 

Moderato, danno 
muscolare di secondo 

grado-	  7 tipi muscolari 
diagnosticati da MRI 

Siero autologo 
ottenuto da sangue 

intero e centrifugato, 
conservato a -20 ° C 

Iniezione iniziale 
dopo 2 giorni dal 
danno, seguita da 
iniezione ogni due 

giorni fino al 
completo recupero. 

(Iniezioni di 2,5 ml). 

Tempo di recupero 
del gruppo trattato 
con PRP di 16,6 

giorni vs 22,3 giorni 
nel gruppo di 

controllo. 

Loo et al., 
(2009) 

 

Uomo di 35 anni, 
body Builder 

professionista. 

Rottura del muscolo 
adduttore lungo destro, 

con ematoma 
diagnosticato da 

ultrasuoni 

Centrifugazione del 
sangue intero, no 

buffy coat, attivato 
con calcio 

3 iniezioni 
settimanali 

Guarigione 
muscolare, ematoma 

organizzato,  
sollievo dal dolore, 

ritorno 
all’allenamento1 

settimana dopo le 3 
iniezioni. 

Hamilton 
et al., 
(2010) 

 

Maschio di 42 
anni con malattia 

coronarica 

Danno di secondo grado 
al muscolo ischiocrurale 

Preparazione 
commercial Biomet 

Recover® 

Iniezione guidata da 
ultrasuoni (3 

somministrazioni di 
1 ml) nel sito di 

lesione e successiva 
applicazione 
immediate di 

ghiaccio. 

Risoluzione lieve 
dopo 9 giorni dal 

trattamento, 
completa dopo 17 
giorni e  ritorno 

all'attività 3 
settimane dopo 

trattamento. 

Wetzel et 
al., (2013) 

15 pazienti (12 
femmine). 

Fallimento della 
terapia tradizionale. 
12 pazienti trattati 

con PRP vs 5 
pazienti trattati con  
terapia tradizionale 

Lesione prossimale del 
muscolo ischiocrurale 

55 cc di PRP 
ottenuto da sangue 

intero 

Iniezione nel 
muscolo di un 

singolo bolo da 6 cc 
di PRP  

Nessuna differenza 
tra i due gruppi, tutti 

gli atleti hanno 
ripreso l’attività 
sportive. PRP 

diminuisce il dolore. 
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Tabella 2. Studi clinici del PRP su lesioni muscolari (da Mosca e Rodeo 2015). 

In numerosi studi il PRP si è dimostrato capace di promuovere la guarigione del 

muscolo leso e di ridurre il tempo di recupero e il dolore del paziente mentre in altri non 

è stata riscontrata nessuna differenza significativa tra i pazienti trattati con PRP e 

pazienti di controllo (Mosca e Rodeo, 2015) (Tabella 2). Questa discordanza tra i vari 

dati ottenuti potrebbe essere in parte dovuta alla mancanza di un adeguato protocollo 

standardizzato per la preparazione ed applicazione del PRP (Tabella 3). La variazione 

della metodica di ottenimento, di preparazione e di attivazione nonché la diversa 

concentrazione piastrinica tra i vari preparati di PRP influenzano la quantità dei fattori 

di crescita presenti nel plasma e conseguentemente la risposta al trattamento. Inoltre 

queste variazioni insieme alla mancanza di un metodo di applicazione standard (sito e 

modo di applicazione, dosaggio e frequenza) limitano l'interpretazione dei dati 

disponibili e la capacità di trarre conclusioni significative. Risulta quindi necessario 

standardizzare il prodotto, caratterizzare i componenti attivi e formulare una 

preparazione specifica per le diverse patologie (Anitua et al., 2007). 

Bubnov et 
al., (2013) 

 

30 atleti maschi 
Ucraini 

Lesioni muscolari acute 
(coscia, spalla, piede e 

caviglia) 

Preparazione 
ottenuta mediante 
centrifugazione 

completa di sangue, 
incluso buffy coat, 
nessuna attivazione 

Singola iniezione 
PRP guidata da 

ultrasuoni 

Il gruppo trattato 
con PRP riporta un  

maggior sollievo dal 
dolore, una migliore  

rigenerazione e 
funzione muscolare. 
Nessuna differenza a 

28 giorni ad 
eccezione della 

migliore motilità e 
funzionalità globale 
soggettiva. Tempo 

di ritorno allo sport: 
10 giorni nei 

pazienti trattati con 
PRP vs 22 giorni nei  

controlli 

Bernuzzi 
et al., 
(2014) 

 

53 atleti (36 
uomini, 17 donne)  

Lesioni muscolari o 
miotendinee di  I-III 

grado 

 

 

 

Centrifugazione 
completa del 

sangue, concentrato 
piastrinico 

conservato a -40 ° C 

Concentrato attivato 
con trombina. 

Inienzioni di1 ml di 
preparato ogni 7 

giorni × 3 settimane 

Progressive 
diminuzione del 
dolore. I pazienti 
hanno ripreso lo 

sport dopo circa 30 
giorni. 	   

Reurink et 
al., (2014) 

 

80 atleti (76 
maschi, 4 
femmine)  

Danno acuto al muscolo 
ischiocrurale confermato 

da MRI  

Preparazione 
commerciale 

Arthrex® 

2 iniezioni - 
Iniezione 5 giorni 

dalla lesione, poi 5-7 
giorni dopo, 3 × 

1mL nella lesione 

Il tempo di ritorno 
allo sport 

mediamente non era 
diverso tra i gruppi 

(42 giorni) 
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Tabella 3. Criticità legate all’uso del PRP (da Mosca e Rodeo 2015). 
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SCOPO DELLO STUDIO 
	  

Scopo del presente studio è stato quello di valutare, in una prima fase, gli effetti del 

PRP rispetto al siero di origine animale nella coltura in vitro di mioblasti della linea 

C2C12, cellule satelliti e cellule BM-MSC in termini di vitalità, sopravvivenza, 

proliferazione e differenziamento miogenico. In una seconda fase e in vista di una futura 

applicazione clinica, è stato analizzato l'effetto della combinazione PRP/BM-MSC su 

colture di cellule mioblastiche C2C12 nel supportare e sostenere il programma di 

differenziamento miogenico. 
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MATERIALI E METODI 
 

Gli animali sono stati trattati in accordo con le linee guida della comunità Europea per 

la cura degli animali (DL 116/92), in applicazione della Direttiva Europea del Consiglio 

del 24 Novembre 1986; 86/609/EEC) approvata dalla Commissione per la cura e 

l'utilizzo sperimentale degli animali da parte dell'Università degli studi di Firenze. La 

politica etica dell'Università di Firenze è conforme alle linee guida per la cura e l'uso di 

animali da laboratorio del National Institutes of Health (NIH Pubblicazione No. 85-23, 

rivista nel 1996, Università degli Studi di Firenze assicurazione No. A5278-01). I 

protocolli sono stati comunicati alle autorità locali e al Ministero italiano della Salute, 

secondo la legge italiana (art. 7/D.lgs 116/92); tale procedura non richiede 

l'autorizzazione del Ministero. Il PRP è stato ottenuto da prelievi di sangue intero 

eseguiti su volontari sani adulti dopo consenso informato presso l’unità di Medicina 

Immunoematologica e Trasfusionale dell'Azienda Ospedaliera Careggi di Firenze. Le 

aliquote ottenute sono state classificate come non adatte per scopi 

infusionali/trasfusionali. L’utilizzo di PRP in vitro non richiede l’approvazione del 

Comitato Etico. 

PREPARAZIONE DEL PLASMA RICCO DI PIASTRINE (PLATELET RICH 
PLASMA, PRP) 

Il plasma ricco di piastrine (Platelet Rich Plasma, PRP) è stato ottenuto da 

prelievi di sangue intero eseguiti su volontari sani e adulti tramite piastrinoaferesi 

come riportato in precedenza (Formigli et al., 2012). In particolare, l'aggregato 

piastrinico è stato ottenuto centrifugando una sacca di plasma per 10 minuti a 

3000 rpm. Le piastrine presenti nel PRP, sono state leucodeplete, irradiate e poi 

contate automaticamente utilizzando una camera contaglobuli. La concentrazione 

finale di piastrine nel PRP era pari a 2.106 /µl ±10%. In seguito, il PRP è stato 

attivato con una soluzione di calcio digluconato e trombina al 10% e poi diluito 

con terreno di crescita DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, DMEM; 

Sigma, Milano, Italia) contenente 4,5 g/l di glucosio in assenza di siero (serum-

free, SF) al fine di ottenere due diverse diluizioni di PRP (1:50 e 1:100). 
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COLTURE CELLULARI 

Mioblasti murini scheletrici della linea C2C12 

Nel presente studio abbiamo utilizzato una linea cellulare di mioblasti scheletrici di topo 

(C2C12) proveniente dall’American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,VA, 

USA). Le cellule sono state coltivate in apposite piastre da coltura cellulare, in terreno 

di crescita DMEM addizionato con il 10% di siero fetale bovino (FBS), 1% di 

penicillina/streptomicina (Sigma, Milano, Italia) ed incubate a 37° C in un’atmosfera 

contente 5% di CO2 e 95% di aria fino al raggiungimento di una confluenza pari 

all’80%. Le cellule sono state poi coltivate in terreno di coltura SF, nel terreno standard 

di proliferazione dei mioblasti (Proliferation medium, PM) contenente DMEM e il 10% 

di FBS o in terreno di differenziamento (Differentiation medium, DM) contenente siero 

di cavallo (HS, Sigma) al 2% per tempi variabili di 24, 48, 72 ore e 5 giorni.  

 

Cellule stromali/mesenchimali staminali da midollo osseo (BM-MSC) 

Le cellule stromali/mesenchimali staminali sono state isolate da midollo osseo di topi 

maschi C2F1, espanse in vitro e caratterizzate come riportato in precedenza (Sassoli et 

al., 2012a). Le cellule sono state coltivate nel loro specifico PM contenente DMEM 

addizionato con 20% di FBS o nel mezzo di coltura SF in presenza o in assenza di PRP 

alle differenti diluizioni di 1:50 e 1:100 per 24 ore. 

 

Cellule Satelliti 

Le cellule satelliti sono state isolate da fibre muscolari da muscolo Estensore lungo 

delle dita (EDL) di topi maschi adulti (25-30 g) come riportato in precedenza (Sassoli et 

al., 2014b). In particolare, i muscoli EDL sono stati prelevati e immersi in una soluzione 

contenente collagenasi di tipo I allo 0,2% in DMEM (Sigma) e poi trasferiti in una 

piastra di Petri contenente terreno DMEM senza siero. Le singole fibre muscolari sono 

state isolate dai muscoli mediante digestione meccanica con pipette Pasteur, raccolte in 

una piastra 24/well pre-trattata con Matrigel (BD Biosciences, San Josè, CA, USA) e 

poi coltivate per 24 ore a 37°C in atmosfera umidificata contenente 5% CO2 in PM 

contenente DMEM addizionato con il 20% di FBS, 10% di HS, 0,5% di estratto di 

embrione di pollo (Sera Laboratories International Ltd, Horsted Keynes, UK) 1% di 
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Penicillina/Streptomicina e L-glutammina (25mM) al fine di permettere la fuoriuscita di 

cellule satelliti. Successivamente, le fibre muscolari sono state rimosse e le cellule 

satelliti ottenute, sono state coltivate nello specifico PM e in terreno di coltura SF 

addizionato con PRP 1:50 per 24 ore. 

 

Co-coltura di mioblasti scheletrici C2C12 o cellule satelliti e cellule BM-MSC 

In esperimenti paralleli, le cellule C2C12 o le cellule satelliti sono state coltivate 

insieme alle cellule BM-MSC in un rapporto 2:1 in terreno di coltura PM o SF in 

presenza o in assenza di PRP alla diluizione di 1:50 e 1:100 per vari tempi (24, 72 ore e 

5 giorni). Prima di essere piastrate, al fine di poterle identificare, le cellule MSC di topo 

sono state marcate con un colorante vitale lipofilico specifico per le membrane 

fluorescente (rosso) utilizzando il kit VybrantTM Dil Cell-Labeling solutions fornito 

dalla ditta Molecular Probes, (Eugene, OR, USA) (Sassoli et al., 2012a). 

 

SAGGIO DI VITALITÀ CELLULARE MTS 

La vitalità cellulare è stata determinata per mezzo del saggio colorimetrico 3-(4.5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-sulfofenil)-2Htetrazolo (MTS-

Promega Corp). Nelle cellule vitali l'enzima mitocondriale succinato deidrogenasi è 

capace di ridurre il colorante MTS (giallo), formando formazano, un derivato solubile di 

colore marrone che assorbe ad una lunghezza d'onda di 492nm (Mosmann, 1983). Le 

cellule C2C12 e le cellule MSC sono state coltivate in una piastra 96/well (104 

cellule/pozzetto) nei rispettivi PM per 24 ore, in seguito, il terreno di crescita è stato 

sostituito con un terreno SF in presenza o in assenza di PRP alle diluizioni di 1:50 e 

1:100 e le cellule sono state così coltivate per 24 ore. Per l'esecuzione del saggio MTS, 

sono stati aggiunti in ciascun pozzetto 100µl di terreno di crescita senza rosso fenolo e 

20µl di soluzione MTS fornita dalla ditta. Le cellule sono state quindi incubate a 37°C 

in un’atmosfera contenente 5% di CO2 per circa 4 ore. In seguito, la densità ottica di 

formazano risultante dalla riduzione di tetrazolo da parte dell’enzima mitocondriale 

succinato deidrogenasi è stata misurata usando uno spettrofotometro (Amersham, 

Pharmacia Biotech, Cambridge, Regno Unito) ad una lunghezza d'onda di 492 nm. 

 



	   54	  

CONTA CELLULARE  

La proliferazione delle cellule C2C12 è stata valutata mediante conta cellulare. In 

particolare, le cellule sono state coltivate in una piastra 6/well (105 cellule/pozzetto) in 

terreno PM o in mezzo di coltura SF in presenza o in assenza di PRP 1:50 e 1: 100 per 

24 ore. Le cellule sono state poi sciacquate con tampone PBS, fissate con 

paraformaldeide (PFA) allo 0.5% in PBS per 10 minuti a temperatura ambiente, e 

colorate con blu di toluidina (Sigma) per 5 minuti. Successivamente le cellule sono state 

contate in 10 campi ottici random (1,3x1,0 mm) utilizzando un microscopio Zeiss 

Axioskop 20 (Carl Zeiss SpA, Milano, Italia) dotato di un di obiettivo 10x.  

SAGGIO FLUORESCENTE DI INCORPORAZIONE DI ANALOGHI 

NUCLEOTIDI MODIFICATI EDU 5-ETINIL-2-DEOSSIURIDINA 

La proliferazione delle cellule C2C12 è stata valutata utilizzando il kit fluorescente 

Click-it EdU Cell Proliferation (Life Technologies) come riportato in precedenza 

(Sassoli et al. 2014a). Quest’analisi permette di valutare l’incorporazione di analoghi 

della pirimidina, EdU, al posto della timidina all’interno della molecola di DNA di 

nuova sintesi che avviene durante la fase S del ciclo cellulare (cellule replicanti). A tale 

scopo, le cellule adese su vetrini copri oggetto, sono state incubate con una soluzione 

contenente 10µM di EdU per 24 ore. Successivamente, le cellule sono state sciacquate 

con tampone PBS, fissate con PFA allo 0.5% in PBS per 10 minuti a temperatura 

ambiente, permeabilizzate con acetone freddo per 3 minuti ed infine incubate con una 

soluzione contente il fluorocromo Alexa Fluor- 488 per marcare gli Edu (Detection Kit) 

per 30 minuti a temperatura ambiente al buio. Dopo una serie di lavaggi in PBS, i 

vetrini coprioggetti contenenti le cellule marcate, sono stati montati con balsamo 

acquoso (Biomeda Gel mount, Electron Microscopy Sciences, Foster City, CA, USA) e 

osservati al microscopio confocale a scansione laser Leica TSC SP5 (Leica 

Microsystems, Mannheim, Germany) dotato di obiettivo 60X ad olio Leika PlanApo e 

di una sorgente laser a HeNe/Argon per la fluorescenza e di un sistema ottico di 

contrasto interferenziale (DIC) per le immagini in trasmissione. Il numero delle cellule 

con nuclei EdU positivi è stato valutato in 10 campi ottici (200x200 µm) ed espresso in 

percentuale come numero dei nuclei positivi rispetto al numero totale delle cellule. Gli 

esperimenti sono stati condotti in triplicato. 
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IMMUNOFLUORESCENZA CONFOCALE  

Le cellule adese su vetrini copri oggetto, sono state fissate con PFA allo 0.5% in PBS 

per 10 minuti a temperatura ambiente, permeabilizzate con acetone freddo per 3 minuti, 

e poi incubate per 20 minuti con un tampone di blocco contenente 0.5% di albumina di 

siero bovino (BSA) e il 3% di glicerolo in PBS al fine di mascherare i siti aspecifici. In 

seguito, le cellule sono state incubate con i seguenti anticorpi primari: Ki67 (anticorpo 

policlonale prodotto nel coniglio; 1:100 Abcam, Cambridge, UK), MMP-2 (anticorpo 

policlonale prodotto nel coniglio; 1:200 Abcam), Pax-7 (anticorpo monoclonale 

prodotto nel topo; 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), MyoD 

(anticorpo policlonale prodotto nel coniglio 1:100; Santa Cruz Biotechnology), Notch-1 

(anticorpo monoclonale prodotto nel coniglio; 1:200 Abcam), Miogenina (anticorpo 

monoclonale prodotto nel topo, 1:50, Sigma), Actina α-sarcomerica (anticorpo 

monoclonale prodotto nel topo 1:100; DakoCytomation Carpenteria, CA, USA), AKT 

(anticorpo monoclonale prodotto nel coniglio 1:100; Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA), phospho-AKT (p-AKT, anticorpo monoclonale prodotto nel 

coniglio 1:100; Cell Signaling Technology) a 4°C per una notte. L’immunoreazione è 

stata rivelata usando anticorpi secondari anti-topo e anti-coniglio coniugati con 

fluorocromo Alexa Fluor488 (verde, 1:200; Molecular Probes), e con fluorocromo 

Alexa Fluor568 (rosso, 1:200; Molecular Probes) per 1 ora a temperatura ambiente. In 

alcuni esperimenti, la marcatura di contrasto è stata effettuata con falloidina coniugata 

con tetrametilrodamina isotiocianato rossa (TRITC, 1:100 per 1 ora a temperatura 

ambiente; Sigma) per rivelare i filamenti di F-actina o con ioduro di propidio rosso (PI, 

1:30 per 30 secondi a temperatura ambiente; Molecular Probes) per rivelare i nuclei. I 

controlli negativi sono stati ottenuti sostituendo gli anticorpi primari con siero non 

immune; la cross-reattività degli anticorpi secondari è stata testata in esperimenti di 

controllo in cui era omesso l’anticorpo primario. Dopo vari lavaggi in PBS e in acqua, i 

vetrini coprioggetto, contenenti le cellule immunomarcate, sono stati montati usando un 

balsamo acquoso. L’osservazione è stata eseguita con un microscopio confocale a 

scansione laser (Leica Microsystem) dotato di obiettivo Leika PlanApo X63 a 

immersione, di una sorgente laser a HeNe/Argon per la fluorescenza e di un sistema 

ottico di contrasto interferenziale (DIC) per le immagini in trasmissione. Una serie di 

sezioni ottiche (1024 x 1024 pixels) ad intervalli di 0.4 µm sono state ottenute e poi 

sovrapposte in modo tale da creare una singola immagine composita. L'analisi 

densitometrica dell'intensità del segnale fluorescente relativo a MMP-2, Notch-1, Actina 
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α-sarcomerica e AKT è stata eseguita su immagini digitali usando il programma ImageJ 

(http://rsbweb.nih.gov/ij) in 20 regioni di interesse (ROI) di 100 µm2 di superficie per 

ogni volume di scansione focale. L'analisi quantitativa del numero di cellule con nuclei 

Ki67, MyoD, p-AKT o Pax-7 positivi è stata eseguita contando le cellule in almeno 10 

campi ottici (63x ocular) 200x200 µm e i risultati sono stati espressi come numero di 

cellule positive per campo ottico come numero dei nuclei positivi rispetto al numero 

totale delle cellule.  

 

WESTERN BLOTTING  

Le cellule sono state risospese in un volume appropriato di tampone di lisi contenente 

10 mM Tris/HCl, ph 7.4, 10 mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA 1mM NaF, 20 mM 

Na4P2O7, 2mM Na3VO4, 1% Triton X-100, glicerolo 10%, sodio dodecil solfato 0,1% 

(SDS), deossicolato 0,5% (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, USA), 

integrati con 50 µl/ml Cocktail di Inibitori di Proteasi (Sigma) e 1Mm di 

fenilmetilsulfonil fluoride PMSF (Sigma). Gli estratti cellulari sono stati centrifugati a 

13.000 g per 10 minuti a 4°C, e i supernatanti sono stati raccolti e sottoposti all’analisi 

di western blotting. Il contenuto proteico è stato quantificato mediante il metodo Bio-

Rad Protein assay (Bio-Rad laboratories S.r.l; Milano, Italia). Le proteine della frazione 

supernatante (40µg) sono state separate mediante elettroforesi su NuPAGE ® 4-12% 

Bis-Tris Gel (Invitrogen, Life Technologies) a un voltaggio di 200 V per 40 minuti e 

trasferite su membrane di polivinilidenfluoruro PVDF (Invitrogen, Life Technologies), 

ad un voltaggio di 30V per un'ora. In seguito, le membrane sono state incubate con una 

soluzione di blocco fornita nel Western Breeze® Chromogenic Western Blot 

Immunodetection Kit (Invitrogen, Life Technologies) per 30 minuti a temperatura 

ambiente e poi incubate per una notte a 4°C con anticorpi anti-metalloproteinasi MMP-

2 (anticorpo policlonale prodotto nel coniglio 1:2000; Abcam), anti-MyoD (anticorpo 

policlonale prodotto nel coniglio 1:1000; Santa Cruz Biotechnology), anti-Notch-1 

(anticorpo monoclonale prodotto nel coniglio 1:2000; Abcam), anti-Miogenina 

(anticorpo monoclonale prodotto nel topo 1:500; Sigma) anti-AKT (anticorpo 

monoclonale prodotto nel coniglio 1:1000 Cell Signaling Technology), anti-p-AKT 

(anticorpo monoclonale prodotto nel coniglio 1:1000 Cell Signaling Technology) e anti- 

α-Tubulina (anticorpo policlonale prodotto nel coniglio 1:1000; Merck, Milano Italia), 

assumendo α-tubulina come proteina di riferimento. L'immunorivelazione è stata 
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eseguita secondo il protocollo del Western Breeze®Chromogenic Immunodetection Kit 

(Invitrogen). L'analisi densitometrica delle bande è stata effettuata utilizzando un 

software di analisi di immagini ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/Ij) e i valori sono stati 

normalizzati rispetto alla proteina di riferimento α-tubulina. 

ANALISI STATISTICA  
I risultati di tre diversi esperimenti indipendenti eseguiti in triplicato sono stati espressi 

come media ± SEM (Standard Error of Mean). L’analisi statistica delle differenze tra i 

vari gruppi sperimentali è stata eseguita utilizzando one-way ANOVA, il test di 

comparazione multipla Newman–Keuls. I valori con p ≤ 0.05 sono stati considerati 

significativi. I calcoli sono stati eseguiti con il software di programmi statistici 

GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA, USA). 
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RISULTATI 
 

IL PRP MODULA VITALITÀ, PROLIFERAZIONE E DIFFERENZIAMENTO 

DI MIOBLASTI C2C12 

Al fine di valutare gli effetti del PRP sulla vitalità, proliferazione e differenziamento 

miogenico di cellule mioblastiche C2C12, abbiamo coltivato le cellule in presenza di 

PRP alle diluizioni di 1:50 e 1:100 per tempi diversi (24, 48, 72 ore e 5 giorni) come 

precedentemente riportato (Formigli et al., 2012). Le cellule coltivate in DMEM senza 

siero (SF) o addizionato con FBS 10% (PM) o HS 2% (DM) venivono considerati come 

controlli. Tramite saggio MTS abbiamo dimostrato che il trattamento con PRP 1:50 e 

1:100 per 24 ore induceva un aumento della vitalità cellulare rispetto alle cellule 

coltivate in terreno SF, come dimostrato dal significativo aumento dell'attività 

mitocondriale delle cellule (valori di assorbanza a 492 nm: SF, 0,184 ± 0,011, PM, 

0,429 ± 0,030, PRP 1:50, 0,401 ± 0,032, PRP 1:100, 0,335 ± 0,023, p <0,05 PM, PRP 

1:50 e PRP 1:100 vs SF; p <0,05 PRP 1:100 contro PM e vs PRP 1:50). L’effetto del 

PRP alla diluizione 1:50 sulla vitalità cellulare era paragonabile a quello delle cellule 

coltivate in PM. Inoltre, il PRP 1:50 dopo 24 ore di coltura, era in grado di aumentare 

significativamente la capacità proliferativa dei mioblasti C2C12 rispetto alle cellule di 

controllo coltivate in terreno SF e in PM. Tale capacità è stata dimostrata da: i) 

l'aumento del numero di cellule ottenuto mediante conta cellulare (Figura 1a, e), ii) la 

maggiore percentuale di cellule in fase S valutata mediante saggio fluorescente 

d’incorporazione nel DNA di analoghi dei nucleotidi, gli EdU (Figura 1b, f) e iii) la 

maggiore percentuale di cellule positive per Ki67, una proteina nucleare presente 

durante tutte le fasi del ciclo cellulare (G1, S, G2 e mitosi), ma assenti nelle cellule in 

fase di riposo (G0) (Figura 1c, g). L'effetto del PRP 1:100 sulla proliferazione cellulare 

era paragonabile a quello del PM (Figura 1a-c, e-g). 
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Figura 1. Effetti del PRP sulla proliferazione di mioblasti C2C12. Le cellule C2C12 in monocoltura o in co-
coltura con cellule BM-MSC marcate con colorante rosso fluorescente, Dil (Dil-MSCs), sono state coltivate in 
DMEM senza siero (SF) o addizionato con FBS 10% (PM) o con PRP 1:50 e 1:100 per 24 ore. a) Immagini ottenute 
al microscopio ottico di cellule C2C12 colorate con blu di toluidina. b) Sovrapposizione con immagini di ottiche di 
contrasto interferenziale (DIC) e immagini ottenute mediante immunofluorescenza confocale di cellule C2C12 che 
mostrano l'incorporazione nucleare di EdU (verde). c), d) Immagini rappresentative al microscopio confocale di 
cellule C2C12 in co-coltura con Dil-MSC (rosso), e immunomarcate con anticorpo anti Ki67 (verde). In c, i nuclei 
sono stati marcati in rosso con ioduro di propidio (PI); il colore giallo indica la co-localizzazione dei segnali di 
fluorescenza rossi e verdi. e) Analisi quantitativa del numero di cellule per campo microscopico ottico. f) Analisi 
quantitativa del numero di mioblasti con nucleo positivo per EdU espressi come percentuale del numero totale di 
nuclei. g) Analisi quantitativa del numero di mioblasti con nucleo positivo per Ki67 espressi come percentuale del 
numero totale di nuclei. I dati rappresentano i risultati di almeno tre esperimenti indipendenti con risultati simili. 
Significatività: * p <0,05 vs SF; ° p <0,05 vs PM; # p <0,05 vs PRP 1:50; § p <0,05 vs monocoltura. 
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Abbiamo poi osservato che entrambe le diluizioni erano anche in grado di promuovere 

il programma di differenziamento miogenico delle cellule mioblastiche C2C12.  

 

 

Figura 2. Effetti del PRP sull’espressione di MyoD e miogenina da parte di mioblasti C2C12. Le cellule C2C12 
in monocoltura o in co-coltura con cellule BM-MSC marcate con un colorante rosso fluorescente, Dil (Dil-MSC), 
sono state coltivate in DMEM addizionato con HS 2% (DM) o con PRP (1:50 e 1:100) per 24, 48 e 72 ore. a) 
Immagini rappresentative di immunofluorescenza confocale di mioblasti C2C12 in monocoltura nelle condizioni 
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sperimentali indicate, immunomarcati con anticorpo anti MyoD (verde). b) Analisi quantitativa del numero di 
mioblasti con nucleo positivo per MyoD espressi come percentuale del numero totale di nuclei. c) Analisi di Western 
blotting dell'espressione di MyoD nei mioblasti C2C12 in monocoltura nelle condizioni sperimentali indicate. 
L’analisi densitometrica delle bande normalizzate per α-tubulina sono riportate nell'istogramma. d, e) Immagini 
rappresentative al microscopio confocale di cellule C2C12 in monocoltura (d) o in co-coltura (e) con cellule Dil-MSC 
(rosso) nelle condizioni sperimentali indicate, e immunomarcate con anticorpo anti miogenina (verde). In (d) le 
cellule sono state fissate e marcate con Falloidina TRITC (rosso) al fine di rivelare i filamenti di F-actina. f) Analisi 
quantitativa del numero di mioblasti con nucleo positivo per la miogenina per campo ottico. g) Analisi di Western 
blotting dell'espressione di miogenina nei mioblasti C2C12 in monocoltura nelle condizioni sperimentali indicate. 
L’analisi densitometrica delle bande normalizzate per α-tubulina sono riportate nell'istogramma. I dati rappresentano i 
risultati di almeno tre esperimenti indipendenti con risultati simili. I valori sono espressi come media ± S.E.M. 
Significatività: in b, f, g: * p <0,05 vs DM; ° p <0,05 vs PRP 1:50; § p <0,05 vs la monocoltura; in c, * p <0,05 vs 
DM 24 h; # p <0,05 rispetto al tempo precedente; ° p <0,05 vs PRP 1:50. 

 

Infatti, come mostravano le analisi di immunofluorescenza confocale e di western 

blotting, le cellule C2C12 trattate con PRP esprimevano fattori di regolazione miogenici 

primari e secondari, quali MyoD (Figura 2a-c) e miogenina (Figura 2d, f, g). In 

particolare, le cellule trattate per 24 e 48 ore con PRP 1:50 mostravano un aumento 

significativo dell’espressione di MyoD rispetto alle cellule coltivate in DM (controllo 

Figura 2a-c) mentre l'espressione di miogenina nelle cellule coltivate per 72 ore con 

PRP 1:50 era simile a quella osservata nelle cellule coltivate per lo stesso tempo in DM 

(Figura 2d, f, g). Inoltre, abbiamo anche dimostrato mediante analisi di 

mmunofluorescenza confocale che dopo 5 giorni di trattamento con PRP, le cellule si 

fondevano per formare miotubi esprimenti actina α-sarcomerica (Figura 3a, c).  
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Figura 3. Effetti del PRP sull’espressione di actina α-sarcomerica parte di mioblasti da C2C12. Le cellule 
C2C12 in monocoltura o in co-coltura con Dil-MSC, sono state coltivate in DMEM addizionato con HS 2% (DM) o 
con PRP1:50 o 1: 100 per 5 giorni. a, b) Immagini rappresentative di immunofluorescenza confocale di mioblasti 
C2C12 immunomarcati con anticorpo anti actina α-sarcomerica (verde). c) L’analisi densitometrica dell’intensità del 
segnale di fluorescenza relativo all’actina a-sarcomerica eseguito su immagini digitalizzate è riportata 
nell’istogramma. Le immagini rappresentano almeno tre esperimenti indipendenti, eseguiti in triplicato. I valori sono 
espressi come media ± S.E.M. Significatività: * p <0.05 vs monocoltura. 

 

In alcune cellule, si osservavano fascetti di miofilamenti molto simili a quelli descritti 

durante le prime fasi di assemblaggio dei sarcomeri. Infine, abbiamo valutato la capacità 

del PRP di influenzare l'espressione da parte dei mioblasti della metalloproteasi di 

matrice (MMP)-2, il cui ruolo durante la miogenesi è stato ben descritto. (Oh et al., 

2004, Lluri et al., 2005; Ohtake et al., 2006; Nishimura et al., 2008; Chen e Li 2009, 

Miyazaki et al., 2011; Thomas et al., 2015). Infatti, l’espressione e l’attivita della MMP-

2 durante la fase terminale del processo di differenziamento miogenico è un prerequisito 

critico per completare la successiva migrazione e fusione dei mioblasti. In accordo con i 

dati riportati in letteratura (Oh et al., 2004; Lluri et al., 2005; Ohtake et al., 2006; 

Nishimura et al., 2008; Chen e Li 2009, Miyazaki et al., 2011) e con le nostre precedenti 

osservazioni (Sassoli et al., 2014b), abbiamo dimostrato mediante analisi di 

immunofluorescenza confocale (Figura 4a-d) e di western blotting (Figura 4f), che 

l'espressione di MMP-2 nelle cellule C2C12 aumentava nel tempo durante il 

differenziamento cellulare e raggiungeva la massima espressione nei miotubi ben 

differenziati. Nelle cellule coltivate con PRP l'espressione di MMP-2, nonché la sua 

distribuzione temporale e subcellulare erano simili a quelle osservate nelle cellule di 

controllo coltivate in DM (Figura 4a-d, f). Tali risultati nel complesso suggeriscano che 

il PRP è in grado di influenzare positivamente la proliferazione dei mioblasti così come 

il loro differenziamento miogenico.  
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Figura 4. Effetti del PRP sull’espressione di MMP-2 da parte di mioblasti C2C12. Le cellule C2C12 in 
monocoltura o in co-coltura con BM-MSC marcate con colorante fluorescente rosso, Dil (Dil-MSC), sono state 
coltivate in DMEM addizionato con HS 2% (DM) o con PRP1:50 o 1:100 ai tempi indicati. a-c) Immagini 
rappresentative di immunofluorescenza confocale di mioblasti C2C12 immunomarcati con anticorpo anti MMP-2 
(verde). I nuclei delle cellule C2C12 in monocoltura sono stati marcati in rosso con ioduro di propidio (PI). d, e) 
L’analisi densitometrica dell’intensità del segnale di fluorescenza relativo a MMP-2 eseguito su immagini 
digitalizzate è riportata nell’istogramma. f) Analisi di Western blotting dell'espressione di MMP-2 nelle cellule 
C2C12 in monocoltura nelle condizioni sperimentali indicate. L’analisi densitometrica delle bande normalizzate per 
α-tubulina sono riportate nell'istogramma. I dati sono rappresentativi di almeno tre esperimenti indipendenti, eseguiti 
in triplicato. I valori sono espressi come media ± S.E.M. Significatività: in d, f * p <0,05 vs 24 h; ° p <0,05 vs 48 h; # 
p <0,05 vs DM; in e, § p <0,05 vs DM (co-coltura); $ p <0,05 vs PRP 1:50 (co-coltura); & p <0,05 vs monocoltura. 
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IL PRP MODULA VITALITÀ, PROLIFERAZIONE E SOPRAVVIVENZA DI 

CELLULE BM-MSC. 

Mediante saggio MTS per la vitalità cellulare, abbiamo dimostrato che il PRP ad 

entrambe le diluizioni (1:50 e 1:100) induceva un aumento della vitalità delle cellule 

BM-MSC rispetto alle cellule coltivate nel mezzo di coltura SF e paragonabile a quella 

delle cellule coltivate nello specifico PM (DMEM addizionato con FBS 20%; valori di 

assorbanza a 492 nm: SF, 0,131 ± 0,008, PM, 0,354 ± 0,037, PRP 1:50, 0,309 ± 0,025, 

PRP 1: 100, 0,271 ± 0,024, p <0,05 PM, PRP 1:50 e PRP 1: 100 vs SF; test di confronto 

multipli ANOVA e Newman-Keuls). Tal effetto si associava ad un aumento della 

proliferazione e della sopravvivenza cellulare come dimostrato dall'espressione nucleare 

di Ki67 (Figura 5a, c) e dall’attivazione di vie di segnalazione coinvolte in tali processi 

come quelle mediate da Notch-1 (Figura 5b, d, e) (Giannelli et al., 2013; Liu et al., 

2013) e e da AKT (Chen et al., 2013; Figura 6).  

 

 

Figura 5. Effetto del PRP sulla proliferazione di cellule BM-MSC. Le cellule sono state coltivate in DMEM senza 
siero (SF) o addizionato con FBS 20% (PM) o con PRP 1:50 o 1:100 per 24 ore. a, b) Immagini rappresentative di 
immunofluorescenza confocale di cellule BM-MSC immunomarcate con anticorpo anti (a) Ki67 (verde) o (b) Notch-
1 (verde). c) Analisi quantitativa del numero di nuclei Ki67 positivi espressi come percentuale del numero totale di 
nuclei. d) L’analisi densitometrica dell’intensità del segnale di fluorescenza relativo a Notch-1 è riportata 
nell’istogramma. e) Analisi di Western blotting dell'espressione del dominio intracellulare di Notch-1 (Notch-ICD). 
L’analisi densitometrica delle bande normalizzate per α-tubulina sono riportate nell'istogramma. I dati sono 
rappresentativi di almeno tre esperimenti indipendenti, eseguiti in triplicato. I valori sono espressi come media ± 
S.E.M. Significatività: * p <0,05 vs SF; ° p <0,05 vs PRP 1:50 



	   65	  

In particolare, l’analisi al microscopio confocale mostrava che il numero di cellule BM-

MSC con nucleo positivo per Ki67 aumentava dopo trattamento con PRP rispetto alle 

cellule coltivate in terreno SF e che l'effetto del PRP 1:50 risultava paragonabile a 

quello delle cellule coltivate in PM (Figura 5a, c). Inoltre, mediante analisi di 

immunofluorescenza confocale, usando un anticorpo specifico in grado di riconoscere 

sia il recettore Notch-1 che la sua forma attivata, Notch-ICD, abbiamo osservato che i 

livelli di Notch-ICD nel citoplasma e nel nucleo di cellule BM-MSC trattate con PRP 

aumentavano notevolmente rispetto a quelli delle cellule coltivate in mezzo di coltura 

SF ed erano paragonabili rispetto a quelli delle cellule coltivati in PM (Figura 5b, d). 

Tale dato è stato poi confermato mediante analisi di western blotting (Figura 5e). Infine, 

in accordo con tali dati, dall’analisi di immunofluorescenza confocale e di western 

blotting è stato interessante notare che nelle cellule trattate con PRP per 24 ore, i livelli 

di espressione di AKT (Figura 6a, c, e), così come i livelli della forma fosforilata 

attivata nucleare, p-AKT aumentavano rispetto alle cellule coltivate in terreno SF 

(Figura 6b, d, f). Tutti questi dati hanno suggerito che il PRP è in grado di stimolare 

vitalità, sopravvivenza e proliferazione di cellule BM-MSC.  
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Figura 6. Effetto del PRP sull'espressione e attivazione di AKT in cellule BM-MSC. Le cellule sono state 
coltivate in DMEM senza siero (SF) o addizionato con FBS 20% (PM) o con PRP 1:50 o 1:100 per 24 ore. a, b) 
Immagini rappresentative di immunofluorescenza confocale di cellule BM-MSC immunomarcate con anticorpo per 
(a) AKT (verde) o (b) la forma fosforilata attivata di AKT, p-AKT (verde). c) L’analisi densitometrica dell’intensità 
del segnale di fluorescenza relativo ad AKT eseguito su immagini digitalizzate è riportata nell’istogramma. d) Analisi 
quantitativa del numero di cellule BM-MSC con nucleo positivo per p-AKT espresso come percentuale del numero 
totale di nuclei. e, f) Analisi di Western blotting  dell'espressione di (e) AKT e (f) p-AKT. L’analisi densitometrica 
delle bande normalizzate per α-tubulina sono riportate nell'istogramma. I dati sono rappresentativi di almeno tre 
esperimenti indipendenti, eseguiti in triplicato. I valori sono espressi come media ± S.E.M .. Significatività: * p <0,05 
vs SF; ° p <0,05 vs PM. 
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LA COMBINAZIONE PRP/BM-MSC STIMOLA LA PROLIFERAZIONE E IL 

DIFFERENZIAMENTO DI MIOBLASTI C2C12 

Sulla base dei risultati ottenuti e di nostri studi precedenti che dimostravano la capacità 

delle cellule BM-MSC di stimolare la proliferazione e il differenziamento di mioblasti 

C2C12 (Sassoli et al., 2012a; Sassoli et al., 2014a), sono stati condotti ulteriori 

esperimenti al fine di valutare gli effetti dell’uso combinato delle cellule BM-MSC con 

il PRP sugli stessi processi cellulari. A tale scopo, abbiamo allestito un modello di co-

coltura diretta di cellule C2C12 e cellule BM-MSC marcate con un colorante 

fluorescente, Dil (Dil-MSC), al fine di distinguere i due tipi di cellule in coltura (Sassoli 

et al., 2012a). Come nelle monocolture, le cellule C2C12 e Dil-MSC sono state co-

coltivate in presenza di differenti diluizioni di PRP (1:50 e 1:100) per tempi diversi (24, 

48, 72 ore e 5 giorni). Le co-colture in terreno SF, PM o in DM erano considerate come 

controllo. In primo luogo, abbiamo dimostrato tramite analisi di immunofluorescenza 

confocale che i mioblasti in co-coltura rispetto a quelli in monocoltura mostravano un 

aumento della capacità proliferativa, come si osservava dalla maggiore percentuale di 

cellule C2C12 epsrimenti il marker nucleare Ki67 (Figura 1c, d, g). Il trattamento con 

PRP 1:50 aumentava la capacità proliferativa dei mioblasti in co-coltura rispetto a quelli 

coltivati in PM, mentre il PRP 1:100 aveva un effetto paragonabile agli stessi (Figura 

1c, d, g). Interessante è stato osservare che l’utilizzo combinato delle cellule BM-MSC 

con il PRP era in grado di potenziare la proliferazione mioblastica rispetto al solo 

trattamento con PRP, suggerendo quindi una possibile interazione sinergica tra l'azione 

paracrina/iuxtacrina delle cellule BM-MSC e i fattori contenuti nel PRP. 

Successivamente abbiamo anche osservato che la presenza di cellule BM-MSC era in 

grado di promuovere il differenziamento dei mioblasti. Infatti, rispetto alle monocolture, 

nelle co-colture si osservava un maggior numero di cellule C2C12 che esprimevano 

miogenina (Figura 2d-f) e una maggior espressione da parte dei mioblasti di actina α-

sarcomerica (Figura 3a, b). In particolare, in presenza di PRP 1:50 l'espressione di 

questi marker di differenziamento da parte dei mioblasti in co-coltura era paragonabile a 

quella delle cellule co-coltivate in DM (Figure 2, 3) e si osservava un aumento 

dell'espressione di MMP-2 rispetto alla monocoltura (Figura 4a-e). Inoltre, l’analisi di 

immunofluorescenza confocale mostrava come nelle cellule C2C12 co-coltivate con 

Dil-MSC in PM si attivava la via di segnalazione di AKT (Figura 7) che, oltre al suo 

ruolo nel processo di sopravvivenza e proliferazione cellulare, è stato dimostrato essere 

coinvolta anche nella promozione della miogenesi (Kaneko et al., 2016). Le cellule 
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C2C12 in co-coltura trattate con PRP (1:50 o 1:100) mostravano livelli di AKT e p-

AKT paragonabili a quelli delle cellule di controllo co-coltivate in PM (Figura 7). Da 

notare che il trattamento delle cellule con PRP continuava a stimolare la proliferazione 

delle cellule BM-MSC anche in presenza dei mioblasti C2C12 (Figura 1d; % dei nuclei 

Ki67 + BM-MSC in co-coltura: SF, 24,7 ±: 3,1, PM, 84 ± 7,56, PRP 1:50, 80,1 ± 6,39, 

PRP 1: 100, 63 ± 5,87, p <0,05 PM, PRP 1:50 e PRP 1: 100 vs SF; p> 0,05 PRP 1 : 50 

vs PM, p <0,05 PRP 1: 100 vs PM, test di confronto multipli ANOVA e Newman-

Keuls) e che le cellule BM-MSC in co-coltura non esprimevano i marker di 

differenziamento miogenico, indicando quindi che nelle nostre condizioni sperimentali 

queste cellule non erano in grado di differenziarsi verso un fenotipo mioblastico. 

 

 

Figura 7. Effetti del trattamento combinato PRP/cellule BM-MSC sull’ attivazione della via segnalazione 
mediata daAKT in mioblasti C2C12. Le cellule C2C12 e BM-MSC marcate con un colorante fluorescente rosso Dil 
(Dil-MSC) sono state co-coltivate in DMEM senza siero (SF) o addizionato con FBS 10% (PM) o con PRP (1:50 e 1: 
100) per 24 h. a, b) Immagini rappresentative di immunofluorescenza confocale di cellule BM-MSC immunomarcate 
con anticorpo anti (a) AKT (verde), (b) e p-AKT (verde). In (b) le immagini di fluorescenza confocale sono 
sovrapposte a  quelle DIC c) L’analisi densitometrica dell’intensità del segnale di fluorescenza relativo AKT eseguito 
su immagini digitalizzate è riportata nell’istogramma. d) Analisi quantitativa del numero di cellule C2C12 con nucleo 
positivo per p-AKT espresso come percentuale del numero totale di nuclei. I dati sono rappresentativi di almeno tre 
esperimenti indipendenti, eseguiti in triplicato. I valori sono espressi come media ± S.E.M. Significatività* p <0,05 vs 
SF. 
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LA COMBINAZIONE PRP/BM-MSC STIMOLA L'ATTIVAZIONE DELLE 

CELLULE SATELLITI 

Al fine di estendere e ampliare ulteriormente le conoscenze sugli effetti delle cellule 

BM-MSC e PRP sulla proliferazione e sul differenziamento di cellule mioblastiche 

abbiamo valutato se i trattamenti fossero in grado di influenzare l'attivazione di cellule 

satelliti isolate da singole fibre muscolari. A tale scopo abbiamo coltivato le cellule in 

assenza o in presenza di Dil-MSC nel loro specifico PM o con PRP 1:50 e abbiamo poi 

analizzato l’espressione di Pax-7, marker miogenico e di autorinnovamento delle cellule 

satelliti, Ki67 marker di proliferazione e MyoD, espresso dalle cellule entrate nel 

programma di differenziamento miogenico (Tierney e Sacco 2016). Mediante analisi di 

immunofluorescenza confocale abbiamo osservato che in presenza di PRP il numero di 

cellule satelliti in monocoltura esprimenti Pax-7 (Figura 8a, d), Ki67 (Figura 8b, e) e 

MyoD (Figura 8c, f) era più elevato rispetto a quello delle cellule coltivate in PM. 

Inoltre, il numero delle cellule positive per questi marker aumentava ulteriormente nelle 

co-colture e in particolare dopo trattamento con PRP. Questi dati suggeriscono quindi 

che l’uso combinato di cellule BM-MSC e PRP potrebbe indurre attivazione delle 

cellule satelliti. 
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Figura 8. Effetti del trattamento combinato PRP/cellule BM-MSC sull’attivazione di cellule satelliti. Le cellule 
satelliti isolate dalla singola fibra muscolare scheletrica sono state coltivate in monocultura o in co-coltura con cellule 
BM-MSC marcate con colorante rosso fluorescente, Dil (Dil-MSC), nel loro mezzo di proliferazione (PM) o in 
DMEM addizionato con PRP 1:50. a-c) Immagini rappresentative di immunofluorescenza confocale di cellule 
satelliti immunomarcate con anticorpo anti (a) Pax-7 (verde), (b) Ki67 (verde) e (c) MyoD (verde). d-f) istogrammi 
che mostrano l’analisi quantitativa del numero di cellule d) Pax-7, (e) Ki67 e (f) MyoD positive valutate per campo 
microscopico ottico. I dati sono rappresentativi di almeno tre esperimenti indipendenti, eseguiti in triplicato. I valori 
sono espressi come media ± S.E.M. Significatività: * p <0,05 vs PM; ° p <0,05 contro la monocoltura. 
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DISCUSSIONE  
	  

Nel presente studio, abbiamo dimostrato che in vitro, l’uso combinato di cellule BM-

MSC e PRP è in grado di stimolare proliferazione e differenziamento di cellule 

mioblastiche della linea C2C12 e di promuovere l’attivazione di cellule satelliti. In 

particolare, il trattamento combinato PRP/BM-MSC risulta essere più efficace del solo 

trattamento con PRP. In quest’ottica, i risultati ottenuti sono in accordo con precedenti 

osservazioni del nostro gruppo di ricerca in cui si evidenziava l’abilità delle cellule BM-

MSC di interagire con cellule staminali/progenitrici (Sassoli et al., 2011b; Sassoli et al., 

2012a), ed estendono l’elenco degli effetti benefici delle cellule BM-MSC (Sassoli et 

al., 2012b; Bashir et al., 2014; Kobolak et al., 2016) e del PRP sul tessuto muscolare 

scheletrico (Dimauro et al., 2014; Guevara-Alvarez et al., 2014; Anitua et al., 2015; Li 

et al., 2016; McClure et al., 2016; Tsai et al., 2017). Numerose ricerche sembrano 

indicare che l’azione benefica delle BM-MSC nel recupero funzionale del muscolo 

scheletrico sia legata non tanto alla loro multipotenza e possibilità di transdifferenziare 

in cellule muscolari ma piuttosto alla loro capacità di secernere fattori paracrini che 

svolgono molteplici effetti sul microambiente tissutale tra cui: i) la modulazione 

dell’infiammazione e delle reazioni immunitarie; ii) la promozione dell'angiogenesi e 

della vasculogenesi; iii) il rimodellamento della matrice extracellulare e l’inibizione 

della fibrosi; iv) l’inibizione della risposta da stress e dell'apoptosi nonché la 

stimolazione dei meccanismi di riparazione endogena (Sassoli et al., 2012a; Nakamura 

et al., 2015; Konala et al. 2016).  

In questo contesto, studi in vitro del nostro gruppo di ricerca hanno dimostrato che le 

cellule BM-MSC sono capaci di stimolare la proliferazione e differenziamento di cellule 

mioblastiche scheletriche e cellule satelliti attraverso il rilascio del fattore di crescita 

endoteliale vascolare (VEGF) e il lipide bioattivo sfingosina 1-fosfato (S1P) (Sassoli et 

al., 2012a; Sassoli et al., 2014a; Bei et al., 2015); esse sono inoltre in grado di regolare 

in cellule del tessuto muscolare scheletrico (mioblasti e fibroblasti) l’espressione e 

l’attività di enzimi coinvolti nel rimodellamento della matrice extracellulare, le 

metalloproteasi MMP e i loro inibitori tissutali TIMP, il cui equilibrio dinamico svolge 

un ruolo preminente per la migrazione degli elementi cellulari coinvolti nei processi 

riparativi a livello del sito di lesione e per la modulazione della risposta fibrotica 

(Sassoli et al., 2014b). A supportare ulteriormente l’azione trofica di queste cellule, i 

dati del nostro studio mostrano inoltre come le cellule BM-MSC in co-coltura con 
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cellule C2C12 in presenza o meno del PRP non esprimono marker di differenziamento 

miogenico e non tendono a fondersi con i mioblasti differenzianti. In accordo con 

questa linea di pensiero, ci sono dati in letteratura che mostrano l’esistenza di una stretta 

relazione tra cellule satelliti e cellule stromali all’interno della nicchia del muscolo 

scheletrico e nell’ambiente immediatamente circostante e attribuiscono alle cellule 

stromali la funzione di supporto naturale per la proliferazione delle cellule staminali con 

cui interagiscono, contribuendo anche al loro reclutamento (Joe et al., 2010; Popescu et 

al., 2011; Bojin et al., 2011, Bentzinger et al., 2013; Judson et al., 2013; Bei et al., 

2015). Si può dunque supporre che anche le cellule stromali residenti del tessuto 

muscolare potrebbero trarre vantaggio dal trattamento con PRP, incrementando i dati a 

favore di una azione benefica della terapia con PRP nelle patologie muscolari.  

I fattori e i meccanismi molecolari tramite i quali il trattamento combinato PRP/BM-

MSC esercita la propria azione sulle cellule mioblastiche rimangono ancora da chiarire 

pienamente. È possibile che esista un’interazione sinergica tra i fattori di crescita 

presenti nel PRP e quelli rilasciati dalle cellule BM-MSC. È, infatti, ben noto che il PRP 

è una fonte di VEGF (Hosny et al., 2015) e di biolipidi, tra cui S1P (Hoeferlin et al., 

2015; Nagura et al., 2016). In presenza di cellule BM-MSC i livelli di questi due fattori 

potrebbero aumentare e conseguentemente i loro effetti sulle cellule mioblastiche 

potrebbero a loro volta risultare amplificati. Inoltre, S1P potrebbe promuovere l'attività 

secretoria delle cellule BM-MSC. È stato, infatti, dimostrato che tali cellule esprimono i 

recettori per S1P e la capacità di tale lipide bioattivo di modulare diversi processi 

cellulari delle cellule BM-MSC è stata sperimentalmente dimostrata (Yang et al., 2012; 

Kong et al., 2014; Lu et al., 2015 Marycz et al., 2015). Come osservato in altri tipi di 

cellule, S1P potrebbe stimolare l'espressione e il rilascio di VEGF da parte delle cellule 

BM-MSC (Balthasar et al., 2008; Sun et al., 2010; Ryu et al., 2014; Chumanevich et al., 

2016). D'altra parte, il VEGF potrebbe a sua volta regolare l’espressione del recettore 1 

di S1P (S1P1) (Tanimoto et al., 2002; Igarashi et al., 2003; Fieber et al., 2006; Ryu et 

al., 2014), aumentare l'attivazione di AKT indotta da S1P (Tanimoto et al., 2002; 

Balthasar et al., 2008; Igarashi et al., 2003) e aumentare la concentrazione intracellulare 

di S1P promuovendo l'attivazione della sfingosina chinasi (SphK) (Balthasar et al., 

2008). Inoltre, il nostro gruppo di ricerca ha recentemente dimostrato che la via di 

segnalazione S1P/S1P1 è in grado di regolare l’espressione e il rilascio della MMP-2 da 

parte delle cellule BM-MSC (dati non pubblicati). Questi risultati potrebbero quindi 

proporre ulteriori meccanismi attraverso i quali il trattamento combinato PRP/BM-MSC 
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potrebbe esercitare il proprio effetto sui mioblasti. Questo è legato anche al fatto che è 

stata dimostrata l’esistenza di un'interazione tra MMP-2 e sindecano 4 (Manon-Jensen 

et al., 2013), proteoglicano transmembrana in grado di influenzare sopravvivenza, 

attivazione, proliferazione e differenziaziamento delle cellule satelliti (Tanaka et al., 

2009; Rønning et al., 2015). Tuttavia, ulteriori studi sono indispensabili per verificare se 

il PRP sia in grado o meno di indurre cambiamenti nel secretoma delle BM-MSC. 

Inoltre, il PRP è noto contenere fattori di crescita (Amable et al., 2013; Nagura et al., 

2016; Kobayashi et al., 2016) diversi da VEGF e S1P (Deasy et al., 2009; Sassoli et al., 

2011a; Sassoli et al., 2012a; Sassoli et al., 2014a), in grado di promuovere la 

proliferazione dei mioblasti e la progressione di questi nel programma di 

diifferenziamento miogenico, tra cui il PDGF (Li et al., 2013), l’IGF-1 (Duan et al., 

2009), l’HGF (Zhang et al., 2013; Walker et al., 2015) e il b-FGF (Cassano et al., 2011; 

McClure et al., 2016). Bisogna peraltro sottolineare che diversi studi mostrano che il 

PRP contiene il TGF-β1, noto inibitore della miogenesi (van den Dolder et al., 2006; 

Sartori et al., 2014). Questo dato, potrebbe quindi giustificare l’inefficacia del PRP 

riportata in alcuni studi, nella riparazione e rigenerazione del tessuto muscolare (Moraes 

et al., 2014; Reurink et al., 2014; Mosca e Rodeo 2015; Guillodo et al., 2016; Navani et 

al., 2017) e la necessità di utilizzare molecole/farmaci in grado di inibire l'azione del 

TGF-β1 (Terada et al., 2013; Kelc et al., 2015; Li et al., 2016). Tuttavia, in questo 

studio, abbiamo dimostrato che il PRP è in grado di promuovere il differenziamento di 

mioblasti. È possibile, infatti, che il protocollo di preparazione e la composizione del 

PRP possano presentare variabilità. Ad esempio, è stato dimostrato che il metodo scelto 

per la preparazione e per l’attivazione del PRP influenza sia la sua morfologia, il 

contenuto di fattori di crescita che la cinetica di rilascio (Li et al., 2013, Mosca e Rodeo 

2015, Cavallo et al., 2016). È possibile inoltre, che nel nostro modello coltura di cellule 

mioblastiche, lo stesso PRP possa downregolare l'espressione di TGF-β, come è stato 

dimostrato in mioblasti della linea cellulare cd56 (Kelc et al. 2015). A tal proposito, 

sono attualmente in corso nel nostro laboratorio esperimenti mirati a quantificare i 

fattori di crescita e citochine nel PRP utilizzato e a valutare gli effetti di singoli fattori 

sui mioblasti utilizzando specifici anticorpi neutralizzanti o antagonisti recettoriali. 

D’altra parte, non si può escludere che nella combinazione PRP/BM-MSC, alcuni fattori 

di crescita rilasciati dalle cellule BM-MSC possano di per sé antagonizzare la via di 

segnalazione mediata dal TGF-β. In linea con questo, è stato osservato che esiste un 

antagonismo tra la via di segnalazione mediata dal fattore FGF, un componente del 
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secretoma delle BM-MSC (Sassoli et al., 2012a) e la via di segnalazione del TGF-β 

(Chen et al., 2016), come anche, è possibile ipotizzare un cross talk tra TGF- β e VEGF 

in tipi cellulari diversi (Ferrari et al., 2006; Krishnan et al., 2015). La terapia combinata 

con PRP e cellule BM-MSC come fonte di numerosi fattori di crescita che interagiscono 

tra loro e che agiscono su più vie di segnalazione, potrebbe rappresentare uno strumento 

terapeutico innovativo e promettente rispetto all’utilizzo dei singoli fattori di crescita 

ricombinanti che agiscono su un’unica via di segnalazione.  

I risultati di questo studio, che dimostrano capacità del PRP di promuovere 

sopravvivenza e proliferazione di cellule BM-MSC appaiono particolarmnete 

promettenti: è, infatti, una delle principali sfide per l’applicazione clinica di BM-MSC, 

quella di poter amplificare in modo efficace in vitro queste cellule evitando l'uso di sieri 

animali e quindi il rischio di contaminazione con patogeni e proteine esogene, così 

come quella di incrementare la loro scarsa sopravvivenza dopo il trapianto nel tessuto 

ospite a seguito di apoptosi o senescenza. In questo contesto, il trattamento con PRP 

potrebbe offrire due vantaggi: potrebbe rappresentare un buon sostituto del siero 

animale per l’espansione in vitro di cellule BM-MSC, in accordo con precedenti 

osservazioni del nostro e di altri gruppi di ricerca (Formigli et al., 2012; Amable et al., 

2014; Rubio-Azpeitia e Andia 2014; Formigli et al., 2015) e, allo stesso tempo, 

potrebbe mantenere e stimolare la funzionalità delle cellule BM-MSC una volta 

trapiantate nel tessuto muscolare danneggiato. Infine, il PRP è stato anche proposto 

quale veicolo in forma di gel per cell-delivery in corso di trapianto (Kasten et al., 2006; 

Niemeyer et al., 2010; Jalowiec et al., 2016). 

Occorre in ogna caso sottolineare che l’applicazione clinica della combinazione 

PRP/BM-MSC sia da considerare con cautela e siano necessari studi a lungo termine 

per chiarire meglio gli effetti collaterali e per convalidare la sicurezza delle BM-MSC 

per la rigenerazione dei tessuti. Un altro punto di cui tenere conto per il passaggio alla 

fase clinica, risiede nel fatto che, in uno studio in vitro, vengono comunque a mancare i 

meccanismi responsabili di protezione cellulare o quelli che regolano le interazioni 

cellulari, normalmente presenti al livello tissutale. 

Si deve anche tenere conto, in questo contesto, una delle limitazioni del PRP è 

rappresentata dalla sua eterogeneità, dovuta principalmente alle diverse procedure di 

preparazione e quindi alla mancanza di protocolli standardizzati. Risulta quindi evidente 

la necessità di ulteriori studi volti a determinarne, per l’ottimizzazione dei risultati, la 
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dose e i tempi di somministrazione, nonchè le perculiarità di utilizzo per i diversi tessuti 

o organi. 
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CONCLUSIONE  
 

In conclusione i nostri dati indicano che il PRP in vitro è in grado di favorire vitalità, 

sopravvivenza e proliferazione delle cellule BM-MSC e di promuovere proliferazione e 

differenziamento di cellule mioblastiche, in particolar modo quando utilizzato in 

combinazione con cellule BM-MSC, sostanziando quindi il suo potenziale nella 

rigenerazione muscolare scheletrica e nella promozione della funzionalità delle BM-

MSC. Questi dati potrebbero rappresentare una prima tappa nella progettazione di 

protocolli terapeutici innovativi mirati a promuovere le capacità endogene di 

riparazione/ rigenerazione in ambito di medicina rigenerativa muscolare.  
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