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ABSTRACT 
 

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are of strong clinical interest in veterinary regenerative 

medicine. Currently, there are no published studies about their isolation and characterization 

in reptiles.  The aim of this work was to evaluate the feasibility of the isolation of adipose 

tissue-MSCs obtained from male and female pond sliders (Trachemis scripta) during a 

routine neutering. Five fat tissue samples (obtained from five animals) were collected during 

elective neutering. Fat fragments were processed, and the cell suspension was harvested 

and incubated at 28°C in a professional humidified incubator. Cell growth rate was 

characterized by direct cell counting. The cells were successfully differentiated into 

adipogenic, chondrogenic and osteogenic lineages. Cell phenotype was characterized by 

RT-PCR and amplicon sequencing of a panel of markers routinely used for mammalian 

MSCs characterization. Blood cells were used to validate primers for genes not expressed 

in MSCs. CFU forming ability was evaluated in low density cell cultures. 

Cells exhibited the capacity to undergo differentiation into adipocytic, chondrogenic, and 

osteogenic lineages. The cells exhibited the expression of CD105, CD73, CD44, and CD90, 

while lacking the expression of CD34 and HLADRA. The sequence homology exceeded 98% 

with sequences reported for the Trachemys scripta genome. This is the first study regarding 

the isolation, in vitro expansion and characterization of reptile MSCs obtained from fat tissue. 

These preliminary data strongly suggest that the isolation of MSCs-like cells from chelonian 

fat tissue is feasible, opening new prospectives for their potential application in the field of 

regenerative medicine, for both pet and wild endangered reptile species.  
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locale viene infiltrata nell'area circostante, in prossimità del punto in cui verrà effettuato il 

prelievo. 

 

 

 

 
Figura 3: Illustrazione schematica del prelievo di midollo osseo a livello di cresta iliaca (freccia nera) o di femore 
prossimale (freccia rossa) nel cane. 

 

Nel corso del tempo, sono stati indagati siti di estrazione alternativi di MSC, tali da avere una 

resa più elevata di cellule da prelevare ed elaborare. Attualmente, le MSC sono state isolate 

da una varietà di tessuti, tra cui il tessuto adiposo, la cute, il muscolo scheletrico, le ghiandole 

salivari, il sangue mestruale e tessuti perinatali come il cordone ombelicale, membrane e 
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Il processo di homing è può essere riassunto in tre punti principali: 

 

1) Il tessuto danneggiato rilascia nel circolo sanguigno citochine proinfiammatorie come 

l'istamina, IL1, IL6, IL8 e il TNF. Queste citochine attivano le cellule endoteliali, 

inducendo l'espressione di molecole di adesione cellulare (Andreas, Sittinger e 

Ringe, 2014). 

2) Le cellule staminali mesenchimali (MSC) iniziano a "rotolare" lungo l'endotelio dei vasi 

sanguigni fino a che non aderiscono completamente, grazie al legame con ligandi 

cellulari espressi dalle cellule endoteliali (Jimenez-Puerta et al., 2020). 

3) A questo punto, si crea una superficie di contatto tra l'endotelio e le MSC, e mediante 

la produzione e l'azione di metalloproteasi, le MSC riescono a superare l'endotelio e 

la membrana basale, uscendo dal circolo sanguigno (Nitzsche et al., 2017). 

 

 
Figura 6: Illustrazione schematica del processo di homing dopo inoculo sistemico e non sistemico (Szydlak R., 
2021) 

. 
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et al., 2008). I lisati di MSC e il mezzo condizionato da MSC erano più efficaci dei trapianti 

intatti di MSC, che hanno mostrato un tasso molto basso di innesto nel fegato. 

 

Trasferimento mitocondriale 

 

Il trasferimento mitocondriale è stato proposto come un altro meccanismo di azione delle 

MSC. Oltre a trasferire le molecole via vescicole extracellulari (VEs), le MSC sembrano 

essere capaci del trasferimento intercellulare degli organelli via attraverso un processo 

chiamato nanotubes tunneling. Nel 2006 è stato osservato il primo trasferimento 

mitocondriale tra MSC e cellule somatiche (Spees JL., 2006). Questo studio ha rivelato che 

il trasferimento attivo dei mitocondri dalle cellule staminali adulte alle cellule somatiche può 

ripristinare la respirazione aerobica in cellule di mammiferi con mitocondri non funzionali. In 

un modello murino di polmonite, MSC estratte dal midollo umano (BMMSC) potrebbero aver 

trasferito i loro mitocondri attraverso il fenomeno di nanotube tunneling ai macrofagi 

alveolari, che hanno portato ad un incremento del processo di fagocitosi ed ad un inaspettato 

effetto antimicrobico (Jackson MV., 2016). Il trasferimento mitocondriale è stato dimostrato 

anche in vivo da BMMSC somministrate sistemicamente a modelli murini affetti da nefropatia 

diabetica (Li C., 2019). Poiché il trasferimento mitocondriale è associato a varie attività 

fisiologiche e patologiche, esso potrebbe essere potenzialmente utile per trattamenti futuri 

di molte patologie. 

 

Interazione tra sistema immunitario e MSC (Immunomodulazione) 

 

Come anticipato precedentemente, le MSC svolgono un ruolo significativo 

nell'immunomodulazione, e questo processo è influenzato dai segnali provenienti 

dall'ambiente circostante, come le citochine infiammatorie o i fattori di ipossia (Waterman et 

al., 2010). 

La produzione di diversi fattori da parte delle MSC è il risultato dell'interazione tra il loro 

ambiente e il loro fenotipo cellulare, che è influenzato da recettori sulla loro superficie, come 

i recettori Toll-like (Sangiorgi and Panepucci, 2016). Ad esempio, è stato scoperto che 

l'attivazione di MSC con i ligandi TLR3 ha innescato il rilascio dei fattori che hanno migliorato 

la sopravvivenza dei granulociti neutrofili (Le Blanc K et al., 2012). Inoltre, gli agonisti del 
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coinvolto nella risposta proinfiammatoria). La distruzione batterica secondaria a 

somministrazione di MSC è stata imputata non solo alla somministrazione di antibiotici, 

probabilmente alla secrezione di catelicidina, una proteina prodotta da granulociti neutrofili 

e cellule epiteliali in risposta a secrezione di citochine (Reinholz et al., 2012). La terapia 

sistemica con MSC attivato può essere considerata essere un approccio efficace e 

promettente al trattamento delle infezioni croniche da batteri resistenti agli antibiotici.  

 

Secretoma 

 

Si definisce secretoma la complessa miscela di fattori solubili e molecole bioattive rilasciate 

dalle MSC nel loro ambiente circostante. Queste molecole svolgono un ruolo cruciale nella 

modulazione dell'ambiente cellulare e possono influenzare diversi processi biologici, 

comprendendo una vasta gamma di fattori paracrini, tra cui citochine, chemochine, fattori di 

crescita, enzimi, oltre a vescicole extracellulari e acidi nucleici (L. et al., 2019); (Madrigal, 

Rao e Riordan, 2014). Il secretoma delle MSC è particolarmente interessante in ambito di 

ricerca medica e terapia cellulare perché molte di queste molecole hanno effetti benefici. 

Attraverso il secretoma, si ritiene che le MSC svolgano la maggior parte delle loro attività 

fisiologiche e terapeutiche. In vitro, il secretoma viene ottenuto coltivando le MSC in un 

mezzo condizionato che stimola la secrezione dei fattori utili per la terapia. Negli ultimi anni, 

sono state sviluppate tecniche per indurre la produzione del secretoma e per purificarlo dai 

mezzi di coltura. Poiché il secretoma derivato dalle MSC è una formulazione acellulare, si 

ritiene che non induca una risposta immunitaria quando viene utilizzato a fini terapeutici su 

individui diversi dal donatore delle cellule utilizzate per la sua produzione. 

Si ritiene che uno dei principali vantaggi del secretoma sia la possibilità di effettuare terapie 

acellulari con secretomi allogenici, cioè utilizzando un secretoma prodotto da cellule non 

provenienti dal soggetto ricevente. Tuttavia, sono necessari ulteriori studi e dati clinici per 

chiarire se ciò sia effettivamente possibile senza rischi. Al contrario, le terapie cellulari basate 

sulle MSC richiedono l'uso di cellule autologhe per motivi di sicurezza, poiché la 

somministrazione di cellule allogene potrebbe potenzialmente innescare una risposta 

immunitaria nel soggetto ricevente. Il secretoma può essere quindi oggetto di 

standardizzazione e regolamentazione a livello legislativo come un trattamento terapeutico 

standard, a differenza delle MSC. Attualmente, ci sono numerosi studi in corso per 

identificare con precisione tutti i componenti del secretoma, e sono già state osservate 
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di tessuto adiposo o midollo osseo, a causa di patologie che rendono questa procedura 

controindicata.  

 

In Italia, l'uso di cellule autologhe è consentito per il trattamento di pazienti in ambito clinico, 

mentre l'impiego di cellule allogeniche è consentito solo per la ricerca sperimentale, previa 

approvazione del Ministero della Salute. È necessario condurre ulteriori ricerche per ridurre i 

rischi associati alle cellule allogeniche, in modo da poterle utilizzare in ambito clinico. 

 

https://www.anmvioggi.it/images/ACCORDO_LINEE_GUIDA_STAMINALI_IN_MEDICINA_V

ETERINARIA.pdf 

 

 

 
Figura 11:  confronto tra MSC utilizzate come terapia autologa e allogenica. (Karantalis et al., 2015) 

 

 

SICUREZZA E ASPETTI REGOLATORI DELLE TERAPIE A BASE DI CELLULE STAMINALI IN MEDICINA 

VETERINARIA 

 

https://www.anmvioggi.it/images/ACCORDO_LINEE_GUIDA_STAMINALI_IN_MEDICINA_VETERINARIA.pdf
https://www.anmvioggi.it/images/ACCORDO_LINEE_GUIDA_STAMINALI_IN_MEDICINA_VETERINARIA.pdf
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C et al., 2018). È stato anche riportato un caso clinico di sindrome epatocutanea trattata con 

MSC. Gli ADMSC allogenici sono stati amministrati ripetutamente direttamente nel 

parenchima epatico o nel circolo portale. La sopravvivenza del cane è stata più lunga rispetto 

ai tempi previsti per questa malattia; i segni clinici, inoltre, sono regrediti (Nam A et al., 2017). 

 

Poiché la somministrazione IV di MSC provoca l'accumulo di cellule nel fegato dopo essere 

stato eliminato dai polmoni (de Witte SFH et al., 2018) la via IV della somministrazione 

sembra essere logica per il trattamento di malattie del fegato che rispondono alla terapia 

MSC negli animali. Tuttavia, le conclusioni sulla migliore via di somministrazione ed anche 

sull'efficacia e sulla sicurezza di MSC allogenici nel trattamento delle malattie del fegato sono 

limitate da un numero basso di studi condotti. Sono pertanto necessari ulteriori studi in 

ambito clinico su un numero maggiore di soggetti in condizioni standardizzate. 

 

Nefropatie 

 

La malattia renale cronica (CKD) è una condizione medica comune nei gatti geriatrici ed è 

caratterizzata da nefrite tubulointerstiziale cronica, atrofia tubulare e fibrosi interstiziale. 

Attualmente, il trapianto renale è l'unica terapia che può ripristinare la funzione renale (Adin 

CA et al., 2001). Le terapie a base di cellule staminali possono quindi essere considerate 

come opzioni di trattamento meno aggressive. A causa di gravi effetti collaterali e dei rischi 

associati all'anestesia durante inoculazione intrarenale di cellule staminali, la 

somministrazione IV di MSC in pazienti svegli è preferibile (Quimby JM et al., 2011) (Vidane 

AS et al., 2017). Tuttavia, la somministrazione IV di ADMSC allogeniche nei gatti con malattia 

renale, pur non essendo stata associata a effetti collaterali, ma non sono stati segnalati 

miglioramenti a breve termine nella funzione renale (Quimby JM et al., 2013) (Quimby JM et 

al., 2017).  Tuttavia, in uno studio condotto da Vidane et al. (Vidane AS et al., 2017), a gatti 

affetti da CKD spontanea sono state ripetutamente iniettate IV MSC allogeniche derivate 

dalle membrane amniotiche feline e dopo la seconda somministrazione di MSC, è stato 

osservato un miglioramento significativo della funzione renale. In particolare, le 

concentrazioni sieriche di creatinina e proteine delle urine sono diminuite e il peso specifico 

delle urine è aumentato. Un notevole miglioramento è stato riportato anche nelle condizioni 

cliniche generali dei gatti, tra cui l'assunzione di cibo e il comportamento sociale. 
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è una condizione medica grave per la quale non vi è alcun trattamento efficace disponibile. 

La malattia si sviluppa in presenza di fieno ammuffito, paglia polverosa e pollini. I cavalli 

soffrono di tosse frequente, aumento dello sforzo respiratorio a riposo e intolleranza 

all'esercizio. I segni clinici possono essere controllati dalla somministrazione di 

corticosteroidi, broncodilatatori, o controllo ambientale. I farmaci possono avere effetti 

collaterali e sono quindi necessarie nuove opzioni terapeutiche. Barussi et al. (Barussi FC 

et al., 2016) hanno studiato l'effetto dell'applicazione intra-tracheale di cellule 

mononucleate derivate dal midollo osseo sul decorso dell'infiammazione respiratoria nei 

cavalli affetti da RAO. Il confronto tra trattamento con singola somministrazione intra-

tracheale di cellule autologhe e terapia orale con desametasone ha dimostrato che le 

cellule mononucleate derivate dal midollo osseo hanno ridotto significativamente la 

risposta infiammatoria e la sintomatologia clinica nei cavalli affetti da RAO. I livelli di IL-10 

sono aumentati dopo il trattamento cellulare e sono stati significativamente superiori 

rispetto al gruppo di controllo trattato con desametasone. I risultati di questo studio sono 

correlati ai risultati positivi di studi sperimentali con condizioni respiratorie indotte nei cani 

(Hao Y et al., 2018) e nei gatti (Trzil JE et al., 2016).  

 

Patologie spinali e disordini neuromuscolari 

 

Le lesioni del midollo spinale, sia negli animali, che negli esseri umani, spesso si traducono 

in una disabilità permanente (Besalti O et al., 2016). Nei cani, una lesione del midollo spinale 

potrebbe essere indotta da un trauma o da una patologia discale. In entrambe i casi, 

trattamenti con cellule staminali sono stati studiati con risultati benefici. Una terapia a base 

di cellule staminali derivanti dal midollo osseo autologhe (BMMSC) è stata sperimentata 

come trattamento per lesioni spontanee del midollo spinale secondarie a trauma spinale nei 

cani. Tali cellule sono state applicate in loco durante intervento di emilaminectomia. Sono 

stati osservati lievi o moderati miglioramenti nell'andatura, nella nocicezione e nella 

propriocezione in alcuni soggetti (Besalti o et al., 2016, Penha EM et al., 2014). In un altro 

studio, BMSC allogeniche sono state combinate con la terapia farmacologica standard e 

questa combinazione ha indotto un miglioramento significativo per quanto riguarda il 

recupero funzionale dei pazienti con lesione midollare traumatica rispetto al solo farmaco 

convenzionale (Bhat IA., 2019). Tuttavia, in cani con malattia degenerativa del disco 
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intervertebrale naturale, il trapianto di BMMSC autologo non ha influenzato i risultati clinici 

e non sono stati rilevati effetti rigenerativi in uno dei tre pazienti (Steffen F et al., 2017). 

 

Rigenerazione tissutale in corso di patologie cutanee  

 

La mancata guarigione delle ferite è spesso la conseguenza di una varietà di meccanismi 

cellulari e molecolari inadeguati. Spesso porta alla formazione di piaghe, accompagnata da 

disagio e dolore per il paziente. Pertanto, per il trattamento di piaghe accompagnate da 

grave infiammazione e risposta iperplastica, le MSC potrebbero essere una valida opzione 

di trattamento a causa del loro potenziale antinfiammatorio e rigenerativo (Ojeh N et al., 

2015). Diversi studi su modelli animali hanno dimostrato l'effetto benefico del trattamento 

con MSC nella guarigione delle ferite nelle capre (Pratheesh MD et al., 2017), pecore 

(Martinello T et al., 2018), cavalli (Textor GA et al., 2018) e cani (Johnson V et al., 2018). 

Oltre ai modelli animali, un miglioramento significativo delle ferite spontanee è stato 

documentato in parecchi studi facendo uso della terapia delle cellule staminali. In quattro 

cavalli con ferite spontanee infette e non responsive alle terapie tradizionali, sono state 

iniettate localmente e sistematicamente cellule staminali di derivazione ematica. In tutti e 

quattro i casi, l'esito positivo del trattamento è stato documentato: si è creato nuovo tessuto 

di granulazione e piccole cicatrici al centro della ferita, con restitutio ad funtionem 4 

settimane dal trattamento (figura 12) (Spaas JH et al., 2013).  
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La Trachemys scripta, nota anche come tartaruga palustre americana, o tartaruga dalle 

orecchie rosse, è una specie di tartaruga semiacquatica originaria del Nord America, dove 

è diffusa in una vasta gamma di habitat, dalle zone umide costiere alle foreste paludose. 

Essa è una specie di tartaruga semiacquatica appartenente alla famiglia Emydidae e si nutre 

di una varietà di alimenti, tra cui pesci, insetti, molluschi, rane e piante acquatiche. Le 

femmine raggiungono la maturità sessuale a circa 4 anni di età, mentre i maschi a circa 3 

anni. La stagione riproduttiva si svolge in primavera e in estate, dove la femmina depone da 

10 a 50 uova in un nido scavato nel terreno. Le uova si schiudono dopo circa 2 mesi (Bonato 

L & Pivato, M., 2013). 

 La specie è stata introdotta in Europa e in altre parti del mondo a scopo ornamentale. È 

considerata una delle tartarughe più popolari come animali domestici nel mondo, ma è 

anche considerata una specie invasiva, grazie alla sua notevole resistenza e capacità di 

adattamento (Bonato L & Pivato, M., 2013). In Italia, la Trachemys scripta è stata introdotta 

negli anni '70 e '80, e da allora la sua popolazione è aumentata rapidamente (Benson DH, 

Blackburn TM., 2007). Per questo motivo, in Italia, la presenza della Trachemys scripta è 

considerata problematica. La sua presenza rappresenta una minaccia per gli ecosistemi 

nativi, poiché entra in competizione con le specie autoctone per le risorse alimentari e le 

nicchie ecologiche. 

 

 

Per ridurre l'impatto negativo della Trachemys scripta sull'ambiente italiano, è stato sviluppato 

un piano per controllare la popolazione della specie. Il piano di controllo della popolazione di 

Trachemys scripta in Italia prevede che i detentori di tartarughe siano obbligati a denunciarne la 

presenza alle autorità competenti. È inoltre vietato abbandonare o cedere a terzi questi animali. 

Il piano prevede inoltre misure di sterilizzazione o, in alcuni casi, l'abbattimento degli esemplari 

presenti sul territorio, al fine di gestire e limitare l'impatto negativo di questa specie invasiva 

sull'ecosistema (Piano nazionale per la gestione della testuggine palustre americana - 

Trachemys scripta, 2020) (Cadi A. e Joly P., 2004) (Ficetola Gentile Francesco e Scali 

Stefano, 2010). 
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Figura 20: aspetto del campione dopo essere stato incubato con DMEM collagenasi di tipo I a 37°C per 60 min e centrifugato 
a 400xg per 10 minuti. Freccia nera: surnatante costituito da grasso e rare cellule stromali. Freccia rossa: DMEM e 
collagenasi I. Freccia blu: pellet cellulare.  

 

Questi passaggi hanno permesso di isolare e coltivare con successo le MSC a partire dal 

tessuto adiposo. 

 





 65 

CRESCITA DELLE COLONIE CELLULARI 

 

Le cellule sono state incubate ad una temperatura di 28°C in un ambiente controllato, avente 

una concentrazione di anidride carbonica (CO2) al 5% ed una umidità del 85-95%. A 48 ore 

dalla semina iniziale della sospensione cellulare è stato effettuato il primo cambio del mezzo 

di coltura. Il DMEM di mantenimento è stato quindi sostituito regolarmente ogni 48 ore con 

una nuova soluzione DMEM preriscaldata a 28°C. 

Giornalmente, la piastra è stata osservata al microscopio al fine di escludere la presenza di 

eventuali contaminanti biologici come muffe o batteri che potrebbero aver compromesso la 

purezza delle colonie. In media, dopo circa 5 giorni dal trattamento del campione, è stato 

possibile osservare al microscopio le prime cellule a morfologia fusata adese al fondo della 

piastra di coltura. 

Una volta raggiunto il 90% di confluenza, tali cellule sono state tripsinizzate, contate e quindi 

riseminate fino a raggiungere il passaggio 8 (P8). 

 

TRIPSINIZZAZIONE E CONTA DELLE COLONIE 

 

Per effettuare la tripsinizzazione, è stato rimosso il DMEM di mantenimento presente nella 

piastra di coltura e successivamente, si è proceduto a lavare con 3 ml di PBS sterile a 28°C 

il monostrato cellulare adeso al fondo della piastra. Sono stati successivamente aggiunti 0.3 

ml di tripsina-EDTA allo 0.05% alla temperatura di 37°C sulla superficie del monostrato. 

La piastra contenente la soluzione di tripsina è stata quindi posta in incubazione a 37°C per 

un periodo di tempo di 5 minuti. Al distacco delle cellule dalla superficie di coltura 

(confermato tramite osservazione al microscopio) si è provveduto a trasferire la soluzione 

contenente le cellule in una provetta sterile contenente 5 ml di DMEM di mantenimento 

preriscaldato a 28°C ed a centrifugarla a 190xg per 10 minuti. 

Dopo la centrifugazione, il surnatante è stato rimosso e il pellet cellulare, raccolto sul fondo 

della provetta, è stato risospeso nuovamente in 1 millilitro di DMEM di mantenimento a 

riscaldato a 28°C. 

Ad ogni passaggio, è stata effettuata una conta cellulare utilizzando una camera di Burker 

(figura 21). A tal proposito, sono stati prelevati 10µl della sospensione cellulare centrifugata 

e posizionati in uno dei due quadranti della camera di Burker, coprendo ciascuna camera di 

conta con un vetrino copri-oggetto. 
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Figura 24: particolare aspetto fusiforme delle cellule isolate da tessuto adiposo adese alla piastra di petri a due settimane 
dalla semina. 
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Figura 27 A: cellule ottenute dal campione di tessuto adiposo digerito a 6 giorni dalla semina. 40x. B: le stesse cellule a 
15 giorni dalla semina del campione di tessuto adiposo digerito. 40x. 
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CAMPIONE 28-01 

 
Tabella 6 valori curva di crescita del campione 28-01 

 

CAMPIONE 04-02 

 
Tabella 7 valori curva di crescita del campione 04-02 

 

CAMPIONE 11-02 

 
Tabella 8 valori curva di crescita del campione 11-02 

CAMPIONE 13-05 
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Tabella 9 valori curva di crescita del campione 13-05 

 

CAMPIONE 08-09 

 

Tabella 10 valori curva di crescita del campione 08-09 
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Tabella 13 valori medi e deviazione standard dei CFU ottenuti seminando 100-200 cellule/pozzetto. Numero campioni per 
ogni prova n=2. 

 

Sopravvivenza al congelamento 

La percentuale di sopravvivenza delle cellule dopo congelamento in azoto liquido è stata 

valutata per due campioni. È stato scelto questo metodo in quanto risulta essere il metodo 

standard per la crioconservazione cellulare a -80°C. 

Il tempo di congelamento è stato di 3.5 mesi. La tabella 14 illustra i valori di moralità cellulare 

media espressi in percentuale e la deviazione standard. 

 

 
Tabella 14 valori medi e deviazione standard della percentuale di mortalità ottenuta scongelando le cellule mantenute a -
80 e in azoto. Numero campioni per ogni prova n=2. 
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Figura 30: A: cellule differenziate in senso adipocitico e colorate con colorazione Oil red O. Sono evidenti numerosi vacuoli 
intracitoplasmatici di colore rosso. B: controllo. Scale bar: 400x, colorazione red Oil O. 
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Differenziazione in senso condrogenico 
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Differenziazione in senso osteogenico 
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coltura (figura 35). Per quanto riguarda le muffe, risulta probabile una contaminazione 

ambientale durante il processo di processazione/incubazione del campione.  

 
Figura 35: A, B: esempi di contaminazione da muffe riscontrati nei campioni eliminati dallo studio. 
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