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Introduzione

Hunter 1 nel 1943 scriveva, “…dai tempi di Ippocrate
ad oggi è universalmente accettato che le lesioni cartila-
ginee rappresentano un grosso problema e che una vol-
ta distrutta, essa non può venire rigenerata”. Ancora oggi
la rigenerazione della cartilagine articolare rappresenta un
importante problema in campo ortopedico-reumatologi-

co e la ricerca di nuove e più efficaci procedure tera-
peutiche vede impegnati numerosi centri di ricerca nazio-
nali e internazionali.
La cartilagine articolare dell’adulto è una cartilagine iali-
na, priva di vascolarizzazione e di drenaggio linfatico.
Nel caso di lesioni superficiali, che non interessino l’osso
subcondrale, non si ha sanguinamento, che normalmen-
te dà origine al processo infiammatorio e alla migrazio-
ne di elementi cellulari indifferenziati presenti nel san-
gue, che, nell’ambiente articolare, potrebbero differen-
ziarsi verso la linea condrogenica 2. Nelle lesioni profon-
de, i meccanismi di riparazione della lesione sono faci-
litati dal sanguinamento dell’osso subcondrale e dalla
migrazione di elementi del sangue e di fattori di cresci-
ta a livello condrale. A livello lesionale si osserva infat-
ti la deposizione di collageno tipo II, caratteristico del-
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Traditional techniques and experimental therapeutic approach for the restore of degenerate cartilages

Cartilage is unable to repair itself. The actual treatments for cartilage lesions primarily cover up symptoms only and this
had led to develop alternative means to restore degenerated cartilage, above all by using cell therapy. The therapeutic
approaches initially focused on the implantation of autologous chondrocytes, but this technique proved unsatisfactory. The
discovery that several adult human tissues contain mesenchymal stem cells (MSCs) capable of differentiating into chon-
drocytes raised the possibility of using MSCs to repair cartilages.
In the present study we investigated whether mesenchymal stem cells from adipose tissue (hADAS) are able to differen-
tiate into cartilage cells. We isolated cells from lipoaspirates, characterized them detecting specific surface markers by FACS
analysis and immunofluorescence. We differentiate hADAS towards condrogenic line in a culture media supplemented
with some specific factors and in a specific condition called pellet culture.
The isolation of hADAS cells is reproducible and characterized by an high reproductivity, non dependent from the donor
age. The expression of surface markers suits with the literature data.
The cells differentiated towards chondrogenic line in pellet culture show a different morphology from the undifferentia-
ted cells. 
The potential application of MSC therapy provides new hope for the development of innovative treatments for the repair
of cartilage lesions and disorders.
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la cartilagine ialina, ma anche di tipo I, principalmente
caratteristico dei tessuti fibrosi.
La maggior parte delle lesioni della cartilagine articolare
evolve dunque attraverso la formazione di un tessuto di
riparazione fibro-cartilagineo avente proprietà biomecca-
niche inferiori rispetto al tessuto originario 3 e che, date
le sue caratteristiche, non è in grado di integrarsi per-
fettamente con il tessuto cartilagineo perilesionale.
Questo porta spesso ad un’evoluzione artrosica dell’arti-
colazione coinvolta nell’evento traumatico.

Approcci terapeutici tradizionali

Le procedure chirurgiche attualmente utilizzate per il
trattamento delle lesioni condrali sono certamente un
valido strumento, ma presentano alcune limitazioni 4;5.
Tra le metodiche scarsamente invasive ricordiamo la
viscosupplementazione, introdotta in Italia a partire dal
1987, che prevede l’infiltrazione nello spazio intra-arti-
colare di derivati dell’acido ialuronico (HA), ad alto e a
basso peso molecolare 6-8.
Il lavaggio artroscopico consiste in un lavaggio articola-
re mediante soluzione salina per rimuovere i frammenti
ossei e cartilaginei liberi nel liquido sinoviale, ma il sem-
plice lavaggio è in grado solo di ridurre la sintomatolo-
gia algica e non di risolvere completamente il proble-
ma 6. L’efficacia di questo trattamento è soltanto tem-
poranea e pertanto consigliato per i pazienti più anzia-
ni.
Il debridement consiste nella rimozione di porzioni di
membrana sinoviale infiammata e ipertrofica e di osteo-
fiti che sono causa o intensificano la sintomatologia. In
media l’80% dei pazienti riferisce un miglioramento del-
la sintomatologia per circa 12 mesi dal trattamento,
dovuto alla degradazione degli enzimi che favoriscono il

processo sinovitico e il danno condrale. Il debridement,
che non deve coinvolgere l’osso subcondrale, dovrebbe
essere considerato il trattamento di prima scelta nei difet-
ti cartilaginei parziali o a tutto spessore. 
Nel 1959 Pridie introdusse per la prima volta il tratta-
mento delle perforazioni multiple. La tecnica inizialmente
prevedeva la perforazione della superficie cartilaginea fino
all’osso subcondrale e trabecolare e questo approccio
potrebbe essere una delle cause della degenerazione in
senso fibrotico del tessuto di riparazione in seguito a tali
perforazioni. La procedura si è pertanto evoluta e oggi
si prediligono le microperforazioni multiple, eseguite a
distanza di 3-4 mm una dall’altra e che si approfonda-
no solo fino all’osso subcondrale. Evidenze cliniche sug-
geriscono di praticare una precoce mobilizzazione conti-
nua passiva, al fine di favorire la differenziazione del tes-
suto di riparazione 9. Secondo gli stessi Autori, i con-
trolli a 7 anni mostrano una percentuale di successo nel
75% dei casi. 
L’artroplastica per abrasione secondo la tecnica di
Johnson 10, riduce la sintomatologia nel 77% dei casi a
2 anni dal trattamento. Essa prevede l’abrasione superfi-
ciale dell’osso subcondrale con una fresa motorizzata,
rimuovendo 1-2 mm di osso. Questo permette di rag-
giungere la vascolarizzazione intracorticale, favorendo
dunque il ripopolamento della lesione ad opera dei fibro-
blasti e delle cellule staminali. La “toppa” riparativa gene-
rata ha tuttavia caratteristiche biomeccaniche inferiori
rispetto alla cartilagine nativa, in particolare in difetti di
grande estensione.
Tutti i trattamenti chirurgici utilizzati fino ad oggi per-
mettono un controllo solo temporaneo della sintomato-
logia e della eventuale progressione della malattia e inol-
tre portano alla formazione di fibrocartilagine, un tessu-
to molto simile a quello cicatriziale, fibroso (Tab. I).
Sulla base di questa osservazione molti ricercatori han-
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TABELLA I – Lesioni cartilaginee: confronto tra gli attuali trattamenti chirurgici.

Procedura Vantaggi Svantaggi

Lavaggio artroscopico • Riduce il dolore • Non tratta le lesioni, ma solo i sintomi
• Visione diretta delle lesioni • Effetto temporaneo

Debridement • Riduce il dolore (80%) • Non interviene sulle cause della lesione
• Rimuove i sintomi meccanici • Effetto temporaneo (12 mesi)

Perforazioni multiple • Riduce il dolore (40%) • Effetto temporaneo
• Possibile degenerazione del tessuto di riparazione

• Tratta l’area lesionata • Provocano necrosi nell’area della lesione

Microfratture multiple • Riduce il dolore (75%)
• Tratta l’area lesionata • Effetto temporaneo
• Non provoca necrosi

Artroplastica per abrasione • Riduce il dolore (77%)
• Tratta l’area lesionata • Effetto temporaneo



no intrapreso la strada della terapia cellulare, introdu-
cendo tecniche volte alla sostituzione (trapianto) delle
zone lesionate mediante impiego di elementi cellulari
autologhi 11;12. 
Tra le tecniche più recentemente introdotte volte a ripri-
stinare l’integrità strutturale e funzionale della cartilagi-
ne mediante terapia cellulare, vi è il Trapianto Autologo
di Condrociti: i condrociti, ottenuti da un piccolo fru-
stolo di cartilagine prelevato dal paziente stesso da una
zona non di carico, vengono espansi in vitro, “semina-
ti” su appositi substrati biologici o scaffold, necessari per
il successivo innesto nella zona di lesione e per fornire
ai condrociti un ambiente 3D in cui mantenere il pro-
prio fenotipo differenziato. In questo modo le cellule,
attecchendo alla zona lesionata, dovrebbero essere in gra-
do di proliferare e ripristinare la struttura cartilaginea.
La tecnica del Trapianto Autologo di Condrociti pre-
senta però alcuni limiti, tra cui la resa cellulare forte-
mente dipendente dall’età del paziente e l’incapacità dei
condrociti di mantenere il proprio fenotipo ben diffe-
renziato. Infatti durante la fase di espansione, necessa-
ria per raggiungere un numero di cellule sufficiente per
il successivo impianto, i condrociti divengono fenotipi-
camente instabili, si appiattiscono e si trasformano in
cellule fibroblastoidi. La semina delle cellule sugli
scaffold tridimensionali non garantisce la totale riacqui-
sizione del fenotipo condrocitario della popolazione cel-
lulare, con conseguente ottenimento di un tessuto di
riparazione fibrocartilagineo, dalle capacità biochimiche
e biomeccaniche diverse da quelle della cartilagine arti-
colare nativa.

Terapia con cellule staminali

Tali limitazioni potrebbero essere superate utilizzando cel-
lule staminali mesenchimali (MSCs, Mesenchimal Stem
Cells), isolabili in numerosi tessuti. Le cellule staminali
adulte possono essere facilmente isolate, espanse in col-
tura in vitro per numerose generazioni, mantenendo inal-
terata a loro capacità di differenziare. Nell’ultimo decen-
nio sono stati condotti numerosi studi inerenti la carat-
terizzazione delle cellule staminali mesenchimali adulte
in seguito ai quali è emerso un loro utilizzo potenziale
nella medicina rigenerativa e nella ingegneria tissutale 13. 
Le MSCs sotto opportuni segnali sono in grado di dif-
ferenziare principalmente in cellule della linea connetti-
vale, tra cui quelle della linea osteogenica e condrogeni-
ca (Tab. II).
Negli ultimi anni si sono intensificati gli sforzi per riu-
scire ad impiegare le MSCs nella rigenerazione di tessu-
ti, in particolare di quelli dell’apparato locomotore; i pri-
mi risultati emersi, seppur non ancora a livello di appli-
cazione clinica, sono decisamente incoraggianti 14;15.
Attualmente il sito elettivo per il prelievo delle MSCs è
il midollo osseo e, sebbene tali cellule rappresentino una
esigua frazione della popolazione totale di cellule nuclea-

te (0,001-0,01%), possono essere espanse con discreta
efficienza e indotte a differenziare verso diverse linee cel-
lulari in condizioni di coltura definite 16.
Il nostro studio si propone di isolare MSC da un sito
di prelievo alternativo al midollo osseo, poiché l’isola-
mento da midollo osseo è una procedura invasiva e
mostra alcune limitazioni tra cui la sintomatologia dolo-
rosa avvertita dal paziente e la scarsa quantità di midol-
lo prelevabile con conseguente ottenimento di un basso
numero di cellule staminali, in relazione anche all’età del
donatore.
In particolare la nostra attenzione è stata rivolta al tes-
suto adiposo, un tessuto semplice da prelevare, con meto-
dica indolore per il paziente e ottenibile in grande quan-
tità. Inoltre la resa di cellule multipotenti da tessuto adi-
poso hADAS, sembra inoltre essere nettamente maggio-
re rispetto a quella ottenuta da midollo osseo 17;18. Le
cellule hADAS possono essere indotte al differenziamen-
to in particolare verso la linea condrogenica, osteogeni-
ca, adipogenica e miogenica. Attualmente il nostro stu-
dio è incentrato sul differenziamento verso la linea car-
tilaginea e ossea.

Materiali e metodi

PRELIEVO E PURIFICAZIONE DELLE MSCS

Su 12 pazienti di età compresa tra i 19 e i 60 anni è
stato eseguito, mediante lipoaspirazione del pannicolo
addominale sottocutaneo, un prelievo di tessuto adiposo
compreso tra i 20 e i 50 g.
La componente cellulare è stata separata dal tessuto stro-
male mediante digestione enzimatica con collagenasi I,
preceduta da alcuni cicli di lavaggio/centrifugazione, e
posta in coltura. Nei giorni immediatamente successivi
al prelievo, le cellule staminali mesenchimali sono state
separate dalle altre popolazioni cellulari ottenute dalla
digestione sfruttando la loro caratteristica di crescita in
adesione.
Le cellule sono state mantenute in coltura con terreno
completo (DMEM, 10% FBS, 1% L-Glutammina, 1%
Penicillina-Streptomicina).
Il tasso di crescita delle hADAS è stato valutato median-
te conta cellulare eseguita ad ogni passaggio in coltura.
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TABELLA II – Rintracciabilità e potenzialità delle cellule staminali
mesenchimali.

Cellule staminali Derivazione Tessuti derivabili

Midollo Osseo, Osso, Cartilagine,
Periostio, Osso trabecolare, Tendine,

Mesenchimali Tessuto adiposo, Tessuto adiposo,
Tessuto sinoviale, Tessuto muscolare, 

Muscolo scheletrico Stroma midollare,
Tessuto nervoso



CARATTERIZZAZIONE DELLE MSCS

Le cellule hADAS sono state caratterizzate mediante ana-
lisi citofluorimetrica con citofluorimetro a flusso (BD
FACScalibur System). Sono stati utilizzati anticorpi spe-
cifici per marcatori di superficie caratterizzanti le MSCs,
quali CD13, CD14, CD34, CD44, CD45, CD49d,
CD71 e CD105 17-19. Per la rilevazione di alcuni anti-
corpi, non direttamente fluorescinati, è stata utilizzata la
Streptavidina-PE.
Inoltre sono stati condotti esperimenti di immunofluo-
rescenza per determinare la colocalizzazione di marcato-
ri specifici sulle singole cellule, utilizzando il fluorocro-
mo DAPI (4,6 diamino-2-fenilindolo) come marcatore
nucleare. 

DIFFERENZIAMENTO E ANALISI

Le hADAS sono state indotte al differenziamento con-
drogenico e osteogenico coltivando le cellule in terreno
di crescita completo supplementato con desametasone,
ITS (Insulina-Transferrina-Selenio), sodio-piruvato, β-gli-
cerofosfato e TGF-β nel caso della linea condrogenica e
con desametasone e β-glicerofosfato ascorbato-2-fosfato
nel caso della linea osteogenica 19-20.
L’induzione verso la linea condrogenica delle hADAS è
stata condotta coltivando le cellule sia in monostrato, sia
secondo la tecnica della pellet culture (micromassa).
Dopo 7, 14 e 21 giorni dall’inizio del differenziamento
le cellule sono state dapprima fissate e quindi analizza-
te mediante colorazioni istologiche e istochimiche speci-
fiche (Ematossilina-Eosina, Fosfatasi Alcalina, Alcian
Blue).

Risultati

L’isolamento della componente cellulare mesenchimale
dal tessuto adiposo si è rivelata una metodica riprodu-
cibile e caratterizzata da una buona resa, con una media
di 1,2 X 10 6 cellule hADAS per ml di lipoaspirato grez-
zo (Fig. 1).
Confrontando campioni provenienti da pazienti di diver-
se età non sono state rilevate differenze significative
riguardanti la resa cellulare.
Le curve di crescita elaborate con i dati provenienti dal-
le regolari conte cellulari mostrano un andamento espo-
nenziale della proliferazione fino ad oltre il 40° giorno
in coltura (Fig. 2). Le cellule hADAS indifferenziate, sot-
toposte a cicli di congelamento/scongelamento, hanno
mantenuto inalterati la loro vitalità e il loro potenziale
proliferativo; tale caratteristica ci permette di crio-pre-
servare le hADAS anche per lunghi periodi.
Le popolazioni cellulari esaminate al citofluorimetro
(FACS) sono risultate omogenee a partire dal IV pas-
saggio in coltura. 
La caratterizzazione delle cellule hADAS isolate ha per-
messo la valutazione dell’espressione di alcuni marcatori

cellulari di superficie caratteristici delle cellule mesen-
chimali. In linea con i dati presenti in letteratura speci-
fica 18-21, nelle cellule hADAS è stata osservata un’eleva-
ta espressione di CD 13, CD 29, CD 44, CD 49d, CD
54, CD 90e CD 105 mentre risulta assente l’espressio-
ne di CD 14, CD 34, CD 45, CD 71 e CD 106.
(Fig. 3; Tab. III). La co-espressione di alcuni marcatori
è stata valutata sia mediante FACS sia con esperimenti
di immunofluorescenza.
A partire dal IV passaggio le cellule hADAS sono state
indotte al differenziamento, mantenendole in coltura per
diversi tempi nei medium specifici. Al termine della spe-
rimentazione si è quindi proceduto alla fissazione e alla
colorazione specifica dei preparati. Dopo 15 giorni di
differenziamento verso la linea condrogenica, le cellule
hADAS subiscono una modificazione morfologica signi-
ficativa, evidenziata in particolare dalla formazione di un
tappeto cellulare di particolare aspetto (Fig. 4). Le cel-
lule differenziate verso la linea cartilaginea con la tecni-
ca della pellet culture acquistano una morfologia simile a
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Fig. 1: Cellule hADAS in coltura monostrato al IV passaggio (10 X).

Fig. 2: Curva di crescita ad andamento esponenziale di cellule hADAS.



quella dei condrociti/condroblasti: le cellule appaiono più
ovali, meno fusate, il nucleo mostra profilo irregolare tal-
volta indentato e il citoplasma diventa più evidente
(Fig. 5). 

Discussione e conclusioni

La cartilagine articolare dell’adulto è una cartilagine iali-
na, priva di vascolarizzazione e di drenaggio linfatico.
Quasi tutte le lesioni cartilaginee danno origine alla for-
mazione di un tessuto di riparazione, caratterizzato da
proprietà biomeccaniche inferiori rispetto al tessuto ori-
ginario.
Nel corso degli anni sono state sviluppate diverse tecni-
che chirurgiche per il trattamento di difetti cartilaginei,
nessuna delle quali però completamente efficace. I falli-
menti derivano essenzialmente dalle caratteristiche biolo-
giche del tessuto stesso, dal momento che l’assenza di
vascolarizzazione impedisce la migrazione degli elementi
cellulari indifferenziati presenti nel torrente circolatorio.
Il sanguinamento provocato dalle microperforazioni chi-
rurgiche non è in grado di provvedere ad una totale resti-
tutio ad integrum della superficie cartilaginea mancando
nell’ambiente articolare gli opportuni segnali molecolari
che inducono al differenziamento.
Il nostro studio sperimentale mette in luce la possibilità
di isolare e purificare cellule indifferenziate mesenchimali
da tessuto adiposo con una metodica indolore, non inva-
siva e di più facile attuazione rispetto al prelievo da
midollo osseo. 
Le cellule hADAS crescono in coltura allo stato indiffe-
renziato per lunghi periodi e possono subire cicli di con-
gelamento e scongelamento senza che ne venga alterata
la capacità proliferativa e differenziativa. Un altro van-
taggio riscontrato riguarda la resa cellulare elevata che
non è influenzata dall’età del soggetto donatore, come
invece è stato descritto per cellule staminali provenienti
da midollo osseo 21.
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Fig. 4: Cellule in adesione in condizioni non differenzianti (a) e cellule in differenziamento verso la linea condrogenica (b) (10 X).

Fig. 3: Analisi dell’espressione di marcatori di superficie con citofluori-
metria a flusso, mediante anticorpi fluorescinati (sopra) e anticorpi non
direttamente marcati (sotto).

TABELLA III – Espressione di marcatori specifici per le cellule stami-
nali mesenchimali.

Marcatori di superficie hADAS: dato hADAS in
sperimentale letteratura

CD 13 +++ +++
CD 14 -- --
CD 34 +/- +/-
CD 44 ++ ++
CD 45 -- --
CD 49d ++ ++
CD 71 - -
CD 105 ++ ++



Attualmente sono in corso ulteriori studi per valutare
differenti condizioni di crescita, che permettano di ridur-
re la presenza di fattori stimolanti esterni quali il siero
fetale bovino attualmente utilizzato, e per implementare
la gamma di marcatori caratterizzanti. Inoltre stiamo spe-
rimentando nuove metodiche per differenziare più effi-
cacemente le hADAS verso le linee cellulari dei tessuti
scheletriche e nuove tecniche di indagine per valutare il
grado di differenziazione raggiunto.
Il nostro protocollo di ricerca prevede quindi la diffe-
renziazione delle hADAS in presenza di diversi bioma-
teriali, le cui caratteristiche di tridimensionalità e di sup-
porto permetteranno di veicolare adeguatamente le cel-
lule staminali differenziate nel sito di lesione, garanten-
do una loro applicabilità in campo clinico 20;22.

Riassunto

OBIETTIVO: Gli Autori definiscono le lesioni cartilaginee
dell’adulto e inquadrano le metodiche terapeutiche tradi-
zionali. Introducono il loro protocollo sperimentale basa-

to sull’impiego di cellule staminali mesenchimali da tes-
suto adiposo per la rigenerazione del tessuto cartilagineo.
INTRODUZIONE: Il tessuto cartilagineo è un tessuto con
scarsa attività riparativa che, in seguito ad un trauma,
esita nella formazione di un tessuto dalle scarse proprietà
biomeccaniche. Gli indiscutibili limiti degli attuali trat-
tamenti della riparazione delle lesioni cartilaginee hanno
contribuito a sviluppare nuovi approcci terapeutici, in
particolare mediante l’utilizzo di terapie cellulari.
MATERIALI E METODI: Cellule hADAS sono state isolate
da tessuto adiposo mediante digestione enzimatica e cre-
scita in adesione. La caratterizzazione delle hADAS è sta-
ta eseguita mediante citofluorimetria a flusso e immu-
nofluorescenza. La differenziazione delle cellule mesen-
chimali verso la linea condrogenica è avvenuta in pre-
senza di fattori stimolanti addizionati al terreno di col-
tura e secondo la tecnica della pellet culture. 
RISULTATI: La metodica di isolamento e purificazione del-
le hADAS è risultata riproducibile e caratterizzata da una
buona resa indipendente dall’età del paziente. 
L’espressione dei markers di membrana è in accordo con
i dati presenti in letteratura.
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Fig. 5: Sezioni istologiche di micromassa (pellet culture) coltivata in presenza di medium non differenziante (a), di medium condrogenico (b) e di
medium condrogenico addizionato con TGF- â (c). Colorazione ematossilina-eosina.



Il differenziamento verso la linea condrogenica si è rive-
lato efficace: la morfologia delle cellule appare diversa da
quelle delle hADAS indifferenziate, soprattutto nei cam-
pioni differenziati in pellet culture. 
CONCLUSIONI: Il nostro studio sperimentale mette in luce
la possibilità di isolare cellule staminali mesenchimali da
tessuto adiposo per un futuro impiego nella riparazione
di lesioni cartilaginee, con una metodica indolore, non
invasiva e di più facile attuazione rispetto al prelievo da
midollo osseo.
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