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INTRODUZIONE 

 

Cellule staminali mesenchimali (Mesenchymal Stem Cells – MSC) 

Sono cellule multipotenti che nell’embrione si formano a partire dal mesoderma, il 

foglietto embrionale intermedio che si sviluppa durante la gastrulazione; il quale dà 

origine alle MSC della colonna vertebrale, dei muscoli scheletrici, del midollo osseo, 

del tessuto adiposo, dello stroma degli organi viscerali, del cordone ombelicale, della 

placenta e del liquido follicolare. Le MSC della polpa dentale, della mascella, della 

mandibola e di parte delle ossa del cranio (regione cranio-facciale) originano, invece, 

dall’ectomesenchima, il quale si forma durante lo sviluppo del tubo neurale, dalle 

cellule della cresta neurale. 

 

Fenotipo e proprietà biologiche 

Le cellule staminali mesenchimali sono mononucleate, caratterizzate da un’eterogeneità 

morfologica; infatti, possono apparire più tondeggianti, stellate o allungate. In 

particolare, in coltura in vitro, formano colonie di cellule che creano fitte reti di lunghi 

prolungamenti che si connettono saldamente tra loro (Fig. 1). 
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Fig. 1 Immagine che rappresenta la tipica morfologia allungata delle cellule 

staminali mesenchimali isolate da midollo osseo; è possibile individuare il fitto 

tappeto di cellule con prolungamenti che si interconnettono tra loro.                                                                                   

 

La Società Internazionale di Terapia Cellulare ha definito i criteri minimi per 

identificare le MSC umane; tra cui, la capacità di aderire alla plastica se mantenute nelle 

condizioni standard di coltura in vitro, l’espressione di particolari proteine di superficie, 

quali CD105, CD73 e CD90 e la mancata espressione di CD45, CD34 e CD14. Infine, 

in quanto multipotenti, sono in grado di differenziarsi in adipociti, osteociti e condrociti 

se sottoposte a specifici trattamenti di differenziamento [1]. 

Nonostante ciò, è stato dimostrato che, cellule staminali isolate da tessuti diversi, 

esprimono geni tessuto-specifici e mostrano positività a specifici marcatori di 

superficie, rappresentando, quindi, una popolazione cellulare eterogenea [2]. 

Infatti, le cellule staminali mesenchimali derivate da midollo osseo (Bone Marrow BM-

MSC) esprimono CD29, CD73, CD90, CD105, CD106, CD140b e CD166, ma non 

CD31, CD45, CD34, CD133 o MHC di classe II [3]. Mentre, MSC provenienti da altri 

tessuti, come la placenta o il liquido amniotico esprimono altri antigeni di superficie 
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tessuto-specifici, come l’antigene embrionale specifico dello stadio-4 (SSEA-4) [4] e 

l’antigene di rigetto tumorale-1 (TRA-1) [5] (Fig. 2). 

 

 

Fig. 2 Istogramma di immunofenotipizzazione rappresentativa dei marcatori di 

superficie di cellule staminali derivate dalla placenta. Si noti come queste cellule 

siano positive per i comuni marcatori delle MSC, quali SH-2/CD105, CD90/Thy-1, 

e CD29; ma sono anche fortemente positive per i marcatori di superficie cellulare 

associati alle cellule staminali embrionali di SSEA-4, TRA-1-60 e TRA 1-81. 

Immagine adattata da Linju Yen et al. [5]. 

 

Anche il tessuto adiposo è ricco di MSC, ossia le cellule lipoaspirate elaborate (PLA), 

positive per la proteina CD49d (assente nelle BM-MSC), e negative per il marcatore 
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CD106, il quale è correlato all’emopoiesi; pertanto, la sua mancata espressione nelle 

PLA è coerente con la localizzazione di queste cellule in un tessuto non ematopoietico 

[6]. 

Per la caratterizzazione di MSC si utilizzano comunemente marcatori espressi 

naturalmente su cellule endoteliali, epiteliali, sui linfociti B e T, su cellule natural killer, 

su cellule dendritiche o cellule del sangue (soprattutto piastrine ed eritrociti). Si tratta di 

molecole di adesione cellulare, integrine, selectine, chemochine o recettori di membrana 

coinvolti nei processi di apoptosi o necrosi [7].        

Le cellule staminali mesenchimali hanno proprietà immunomodulatorie e sono 

coinvolte in processi infiammatori quali: autoimmunità, tolleranza al trapianto, evasione 

tumorale e tolleranza feto-materna. Un recente studio di Petrenko et al. [8] ha esaminato 

la capacità delle MSC, provenienti da diverse fonti, di sopprimere la proliferazione delle 

cellule mononucleate del sangue periferico indotta dalla fitoemoagglutinina in co-

coltura da contatto. I ricercatori hanno notato che le MSC hanno inibito quasi 

completamente l’infiammazione. Tuttavia, la risposta immunitaria è stata soppressa in 

modo più efficace solo nelle MSC derivate dal midollo osseo, confermandosi la fonte 

con un potenziale immunosoppressivo più rilevante. 

Inoltre, hanno funzione di turn-over cellulare, di rigenerazione e riparazione di tessuti 

adulti danneggiati o compromessi. Nello specifico, diversi studi hanno dimostrato che le 

MSC sono implicate nel processo di riparazione delle ferite; infatti, vescicole 

extracellulari (extracelular vescicles – EV), derivate da cellule stromali mesenchimali 

umane, grazie all’elevata concentrazione di fosfatidilserina e fattore tissutale, innescano 

la risposta trombotica, promuovendo la coagulazione [9]. Lo stesso effetto è stato 

descritto da una ricerca di Silachev et al. [10], in cui alcune cellule staminali 

mesenchimali isolate dalla gelatina di Wharton dei cordoni ombelicali ed EV, derivate 

da esse, sono risultate positive all’Annexin V, confermando la loro natura 

procoagulante. 
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Fonti principali di isolamento  

Le principali fonti di isolamento di MSC utilizzate per studi clinici sull’uomo, sono il 

midollo osseo, il tessuto adiposo (Adipose Derived - AD-MSC) e la gelatina di Wharton 

(Wharton’s Jelly - WJ-MSC). 

 

Midollo Osseo  

Il midollo osseo è un organo linfoide primario situato nel canale midollare delle ossa 

lunghe e nelle trabecole delle ossa spugnose. Dopo la nascita è deputato all’emopoiesi, 

ossia alla produzione delle cellule del sangue (eritrociti, leucociti e piastrine), grazie alla 

presenza della nicchia di cellule staminali emopoietiche multipotenti (Fig. 3). 

 

 

Fig. 3 Rappresentazione dell’attività emopoietica del midollo osseo. Immagine 

adattata da www.biopills.net. 

 

Le BM-MSC negli esseri umani possono essere isolate dalla cresta iliaca, dal corpo 

vertebrale, dal femore o dallo sterno. Il midollo osseo è sempre stato considerato il gold 

standard per l’ottenimento di MSC adulte [11].     

http://www.biopills.net/
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Di seguito sono riportati alcuni lavori che attestano l’utilizzo di MSC derivate da 

midollo osseo in diversi approcci terapeutici: 

- Un recente studio [12] ha dimostrato che il trapianto di BM-MSC in pazienti con 

osteoartrite del ginocchio sintomatica ha permesso di ottenere un miglioramento 

delle condizioni di salute rispetto a MSC derivanti da tessuto adiposo o da 

cordone ombelicale. Tramite la Visual Analogue Scale, è stata individuata una 

netta attenuazione del dolore e, grazie alla misurazione del Range of Motion, un 

miglioramento della mobilità ed elasticità dell’osso.  

 

- Una ricerca del 2025 di Haotong Yi et al. [13] ha dimostrato per la prima volta 

che le mesenchimali da midollo osseo riducono l’immunosoppressione post-

ictus grazie all’utilizzo di migrasomi che, attraversando la barriera emato-

testicolare, rilasciano specificatamente la proteina PIN1 in cellule timiche 

epiteliali, promuovendo quindi la ricostruzione e proliferazione di cellule T. 

 

- Uno studio di Khamis et al. del 2023 [14] si è basato sulla somministrazione 

intraperitoneale di BM-MSC in ratti maschi con nefropatia diabetica. Queste 

cellule, raggiungendo il tessuto renale, sembrano contrastare il danno renale, 

diminuendo lo stress ossidativo, lo stress del reticolo endoplasmatico, 

l'infiammazione e l'apoptosi. In particolare, gli effetti evidenziati sono: una 

significativa riduzione dell’espressione delle proteine del citoscheletro (desmina, 

vimentina e nestina), una conseguente diminuzione dell’infiltrazione renale, 

oltre che una limitata proliferazione di cellule proinfiammatorie. 

 

- Alapure et al. [15] hanno dimostrato che, BM-MSC di topo, seminate in un 

idrogel ibrido biodegradabile (ACgel), sembrano ridurre lesioni dovute a gravi 

ustioni e favorire la cicatrizzazione e riepitelizzazione, inducendo l’espressione 

di interleuchina-10 riparativa e di macrofagi M2. 
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Fonti alternative di isolamento 

MSC umane possono essere isolate da fonti alternative quali la placenta, ricca di cellule 

amniotiche, la polpa dentale, il cordone ombelicale, e il liquido follicolare ovarico [16]. 

 

Liquido follicolare ovarico  

Il liquido follicolare (Follicular fluid – FF) è un fluido biologico contenuto nell’antro 

follicolare che origina dall’azione secretoria delle cellule della granulosa e della teca, 

oltre che dal trasferimento di elementi del plasma sanguigno che attraversano la barriera 

emato-follicolare [17]. Nello specifico è costituito da un microambiente complesso che 

comprende principalmente ormoni, come gonadotropina corionica (human chorionic 

gonadotropin – hCG), l’ormone follicolo stimolante (follicle stimulating hormone - 

FSH), l’ormone luteinizzante (luteinizing hormone – LH), ormone della crescita 

(Growth hormone – GH), estradiolo, progesterone e androstenedione (ormone 

steroideo); nel FF sono presenti anche vescicole extracellulari, antiossidanti, 

anticoagulanti, elettroliti, specie reattive dell’ossigeno, interleuchine, fattori 

antiapoptotici, proteine, peptidi, amminoacidi e fattori di crescita, come fattori di 

crescita insulino-simile (Insuline-like growth factor – IGF), fattore di crescita 

dell’epidermide (Epidermal growth factor -EGF)  e il fattore di crescita trasformante 

alfa (Trasforming growth factor alpha - TGF-α). 

Durante la follicologenesi, il fluido follicolare si trova nell’antro follicolare e al 

momento dell’ovulazione, parte di questo viene espulso, insieme all’oocita, dall’ovaio 

(Fig. 4). 
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Fig. 4 Rappresentazione dell’anatomia ovarica, della follicologenesi e 

dell’ovulazione. Immagine modificata da Asklepios Medical Atlas. 

 

Il liquido follicolare è l’unica sostanza biologica direttamente connessa all’ovocita e 

svolge un ruolo fondamentale nella comunicazione bidirezionale tra ovociti e cellule 

della granulosa, promuovendo la formazione del gamete femminile. Infatti, fornisce 

supporto, nutrienti e substrati energetici all’ovocita fino al suo rilascio nella tuba 

uterina.  

Nello specifico, il follicolo di Graaf o follicolo antrale preovulatorio rappresenta lo 

stadio finale della follicologenesi, in cui l’antro ha raggiunto la sua massima espansione 

e l’ovocita, allo stadio di vescicola germinale, è immerso nel liquido follicolare e 

circondato dalle cellule del cumulo ooforo che lo ancorano alla parete. Il follicolo di 

Graaf è delimitato internamente dalla lamina basale (monostrato di matrice 

extracellulare) ed esternamente da due strati cellulari somatici, ossia la teca interna ed 

esterna, quest’ultima strettamente interconnessa da una rete vascolare ovarica. 

L’interazione controllata tra strati somatici e cellule del cumulo ooforo crea un 

microambiente che regola la maturazione ovocitaria attraverso il rilascio di ioni, 

metaboliti, glucosio e molecole segnale. 

Anche le gonadotropine sono essenziali nel processo di sviluppo e maturazione 

dell’ovocita, in quanto influenzano la produzione di sostanze, tra cui l’acido ialuronico 
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da parte delle cellule della granulosa; controllano anche la meiosi degli oociti tramite la 

secrezione dell’AMP ciclico (cAMP) e agiscono sinergicamente con l’estradiolo 

(estradiolo - E2) nel migliorare la maturazione citoplasmatica dell’ovulo [18]. Infatti, 

E2 svolge un’azione non-genomica diretta sulla membrana plasmatica inducendo 

l’afflusso di calcio extracellulare nella cellula [19]. 

Al contrario, lo stress ossidativo risulta essere deleterio per la corretta maturazione degli 

ovociti; infatti, la presenza di Specie Reattive dell’Ossigeno (Reactive Oxygen Species – 

ROS) può indurre danni al DNA. In particolare, i follicoli ipossici contengono ovociti 

con un’alta probabilità di anomalie del fuso meiotico e conseguente possibile sviluppo 

di aneuploidie nell’embrione, che, nella maggior parte dei casi, si traducono in 

un’interruzione della gravidanza [20]. Il liquido follicolare contiene antiossidanti per 

contrastare l’azione di tali radicali liberi, quali l’enzima superossido dismutasi 

(Superoxide dismutase - SOD) e la glutatione perossidasi selenio-dipendente (Selenium-

dependent glutathione peroxidase - SeGPx). Anche la melatonina (ormone pineale) 

sembra avere un effetto antiossidante di protezione per gli ovociti; infatti, la regolare 

somministrazione di 3 mg/giorno può migliorare il tasso di fecondazione [21]. 

Diversi studi hanno definito l’influenza del fluido follicolare nel processo di 

fecondazione, soprattutto in donne con problemi legati alla fertilità come la sindrome 

dell’ovaio policistico (Polycystic Ovary Syndrome – PCOS). 

In particolare, de Resende et al. nel 2010 [22] hanno caratterizzato il profilo endocrino 

del liquido follicolare in pazienti sane (controlli) e affette da PCOS sottoposte a 

fecondazione in vitro. L’analisi ha evidenziato variazioni significative nei livelli di 

testosterone, estradiolo, progesterone e gonadotropina corionica umana in funzione del 

grado di maturazione follicolare. Inoltre, poiché la buona riuscita della fecondazione è 

associata ad alti livelli di progesterone nei follicoli [23], tale steroide rappresenta un 

potenziale biomarcatore per la valutazione della qualità del follicolo e quindi 

dell’ovocita in esso contenuto [24], anche se i meccanismi molecolari mediante i quali il 

progesterone modula la competenza ovocitaria non sono ancora stati del tutto compresi. 

Infine, l’impiego di analisi metabolomiche e proteomiche integrate sul liquido 

follicolare ha permesso di mappare alterazioni delle vie metaboliche lipidiche ed i 

profili di espressione proteica in pazienti sane e con PCOS. Sono state identificate 144 
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proteine differenzialmente espresse nelle cellule della granulosa rispetto ai controlli, 

principalmente implicate nei meccanismi di degranulazione piastrinica, nella cascata 

della coagulazione e nei processi infiammatori. Inoltre, il microambiente follicolare di 

donne affette da PCOS mostra un incremento significativo di IL-6 (Interlukein-6) e 

TNF- alpha [25]. Ulteriori studi sono però necessari per individuare l’esatta 

eziopatogenesi e validare biomarcatori diagnostici accurati.  

Il liquido follicolare sembra essere una valida fonte alternativa di MSC che a livello 

morfologico presentano la caratteristica popolazione cellulare eterogenea [26] (Fig. 5) 

 

 

Fig. 5 Immagini rappresentative di colture cellulari primarie di FF-MSC seminate 

su vetrini coprioggetti. In A e B si evidenzia la coesistenza di popolazioni cellulari 

differenti, quali fenotipo simil-fibroblasto (A) o epiteliale cuboidale (B) dopo 24 ore 

di coltura. In C si può osservare una morfologia simil-neurale dopo 24 ore di 

coltura e in D un grande corpo cellulare sferico con protrusioni citoplasmatiche 

dopo 72 ore in coltura. Immagine adattata da Riva et al. [26].       
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Inoltre, le FF-MSC esprimono, sebben con una percentuale diversa di positività, 

marcatori di superficie simili alle BM-MSC [26] (Fig. 6) 

 

Fig. 6 Analisi citofluorimetrica dell’espressione degli antigeni di superficie CD105, 

CD44, CD90, CD45, CD66 e CD34 in BM-MSC (A) e FF-MSC (B). Si osservi una 

forte positività di CD105 in entrambi i tipi cellulari, una riduzione dell’espressione 

dei marcatori CD44 e CD90 nelle FF-MSC rispetto alle BM-MSC e una positività, 

del circa 30%, esclusiva delle FF-MSC per l’antigene CD45. Dopo 7 giorni di 
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coltura si riscontra l’assenza di CD66, CD34 e CD45 sia per le MSC da midollo 

osseo che da fluido follicolare. Immagine adattata da Riva et al. [26]. 

 

Capacità differenziative   

Le MSC sono in grado di differenziarsi principalmente in osteociti, adipociti, condrociti 

e in tessuti mesodermici (tendini e legamenti), cardiomiociti e miociti (Fig. 7) 

 

 

Fig. 7 Immagine che mostra i tipi di differenziamento delle MSCs. Essendo 

multipotenti, possiedono la capacità di proliferare e differenziarsi in diversi tipi 

cellulari in base ad appropriati segnali di differenziamento. Immagine adattata da 

Dimarino et al. [27]. 

 

In vitro, per promuovere la differenziazione adipogenica, le MSC possono essere 

incubate con desametasone, insulina, 3-isobutil-1-metilxantina e indometacina, che 
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inducono l’accumulo progressivo di goccioline ricche di lipidi e l’espressione del 

recettore ɣ2 attivato da proliferatori perossisomiali (Peroxisome proliferator- activated 

recpetor gamma - PPAR-ɣ), la lipoproteina lipasi e la proteina legante gli acidi grassi 

aP2 [28]. Nel corso del processo differenziativo, queste goccioline lipidiche tendono a 

confluire in un’unica grande goccia centrale, determinando la transizione morfologica 

delle cellule verso il fenotipo adipocitario maturo.  

L’utilizzo del fattore di crescita dei fibroblasti 2 (Fibroblast Growth Factor 2 - FGF-2), 

un noto agente mitogeno, è in grado di potenziare significativamente sia la 

proliferazione cellulare sia il differenziamento di tipo condrogenico in MSC umane. 

Nello specifico, l’aggiunta di FGF-2 induce una più cospicua deposizione di matrice 

extracellulare rispetto a cellule non trattate (utilizzate come controllo), con effetti 

evidenti già a partire dal 7° giorno di coltura. Questo differente comportamento 

biologico si riflette sulle caratteristiche dei pellet cellulari: mentre quelli mantenuti in 

condizioni di controllo presentano uno strato di cellule appiattite e immerse in una 

matrice contenente collagene di tipo I, i campioni stimolati con FGF-2 esibiscono un 

profilo fenotipico distinto. In questi ultimi, infatti, la presenza del collagene di tipo I 

risulta del tutto assente: al suo posto la matrice cartilaginea è costituita prevalentemente 

da collagene di tipo II e aggrecano [29]. 

Un recente studio [30] ha condotto analisi in vitro volte a verificare gli effetti della 

sfingomielina sintasi 1 (sphingomyelin synthase 1 - SGMS1) sul differenziamento 

osteogenico di cellule staminali mesenchimali. Nello specifico, è stato dimostrato che 

l'espressione di SGMS1 è indotta dal fattore di trascrizione Runx2 e che tale enzima 

sembra promuovere non solo l’osteogenesi, ma anche l’angiogenesi, modulando 

l’attivazione e la secrezione del fattore di crescita endoteliale vascolare (Vascular 

Endothelial Growth Factor - VEGF). Coerentemente con questi risultati, le analisi in 

vivo hanno confermato la capacità di SGMS1 di promuovere e accelerare i processi di 

rigenerazione ossea nei ratti. 

Infine, le caratteristiche delle cellule mesenchimali differenziate possono variare a 

seconda della fonte tissutale impiegata per il loro isolamento. Ad esempio, tramite 

opportune condizioni di induzione al differenziamento, le BM-MSC e quelle ottenute 

dalla gelatina di Wharton si differenziano nella linea adipogenica con un’efficienza 
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diversa. Nello specifico, le cellule mesenchimali isolate dalla gelatina di Wharton 

mostrano una ridotta capacità di formare tessuto adiposo maturo rispetto alle 

mesenchimali da midollo osseo. Da un punto di vista molecolare, questa diversità può 

essere dovuta all’interferenza esercitata dal 17β estradiolo, il quale interagisce con 

PPARγ, promuove una diminuzione dell’espressione dei geni specifici del fenotipo 

adipocitario ed inibisce l’adipogenesi. Al contrario, non sono state riscontrate particolari 

variazioni nell’acquisizione del fenotipo condrogenico e osteogenico tra due tipi 

cellulari [31] (Fig. 8) 

 

 

Fig. 8 Visualizzazione dei differenziamenti di cellule staminali mesenchimali 

derivate rispettivamente da midollo osseo e da gelatina di Wharton umani. Nella 

figura A è riportato il differenziamento osteogenico con colorazione Alizarin Red; 

nella figura B è mostrato il differenziamento adipogenico con colorazione 
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Adipored; nella figura C è riportato il differenziamento condrogenico con 

colorazione Alcian blu. Si noti che, i differenziamenti osteogenico e condrogenico 

sono equiparabili nelle due linee cellulari; invece, il differenziamento adipogenico è 

stato ottenuto con maggior efficacia nel midollo osseo. Immagine adattata da 

Laroye et al. [31]. 

 

Potenziali applicazioni cliniche 

In medicina rigenerativa si sta studiando la possibilità di sviluppare nuove terapie 

utilizzando le MSC per ripristinare o sostituire la funzione di tessuti e organi del corpo 

umano. 

Nello specifico, si sta valutando la loro efficacia a livello cellulare e molecolare come 

strumenti di supporto alla rigenerazione tissutale in malattie cardiovascolari, quali 

infarto miocardico acuto, cardiomiopatia, insufficienza cardiaca e ischemia miocardica, 

malattie del fegato, come cirrosi ed insufficienza epatica, trapianto di fegato, ictus 

ischemico ed anemia [32] 

Le MSC possono essere impiegate per il trattamento di malattie autoimmuni, infatti, 

grazie al loro effetto immunomodulatorio, sono in grado di ostacolare la maturazione di 

cellule dendritiche, inibire l’attivazione dell’immunità innata e bloccare 

l’infiammazione producendo antagonisti del recettore IL-1 (Interleukin-1), IL-10 

(Interleukin-10), o bloccando l’azione dei macrofagi [33]. 

Attualmente si sta studiando l’efficacia clinica di MSC in trapianti allogenici in pazienti 

con profonde ustioni [34], in sostituzione alla rigenerazione cutanea tramite trapianto 

autologo di cheratinociti non coltivati [35]. 

Inoltre, si sta anche analizzando il loro potenziale nella cura di patologie neurologiche. 

Questo tipo di ricerche è importante perché i neuroni dei mammiferi danneggiati o 

degenerati non sono in grado di riacquistare facilmente le loro normali funzioni, avendo 

una capacità di rigenerazione molto limitata. Nello specifico, BM-MSC possono 

attraversare la barriera ematoencefalica, migrare nel sito del danno e produrre fattori 

neurotrofici per migliorare la rigenerazione dei neuroni [36]. Diversi studi preclinici e 

clinici stanno testando la capacità delle MSC ottenute da varie fonti per il trattamento di 
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malattie muscoloscheletriche neurodegenerative come il morbo di Parkinson, il morbo 

di Alzheimer, la sclerosi multipla e la leucemia mieloide acuta [37]. 

 

Influenza di sostanze esogene 

L’esposizione a determinate sostanze esogene, quali metalli pesanti, pesticidi, 

idrocarburi e altri agenti inquinanti su cellule non terminalmente differenziate, come le 

MSC, può compromettere la loro morfologia e quindi, la loro funzionalità.  

In particolare, è stato dimostrato che l’esposizione prolungata (circa 21 giorni) ad una 

combinazione di pesticidi, quali composti organofosforici, ditiocarbamati, 

dicarbossimmide e imidazolo, possono indurre nelle MSC senescenza per aumento dello 

stress ossidativo con conseguente alterazione delle capacità metaboliche [38]. Inoltre, 

queste sostanze tossiche promuovono un invecchiamento cellulare precoce a causa della 

sovraregolazione di geni connessi alle vie del fattore di crescita insulino–simile 1/ 

recettore del fattore di crescita insulino-simile 1 (Insulin-like Growth Factor 1 / Insulin-

like Growth Factor 1 Receptor - IGF-1/IGF-1R) e possono anche alterare le proprietà 

immunomodulatorie delle MSC inibendo l’attivazione delle cellule T e compromettendo 

la produzione dell’interferone gamma (Interferon gamma – IFNγ) [39].  

Anche l’esposizione prolungata all’atrazina, un erbicida tossico, sembra attenuare le 

risposte secretorie indotte da IFNγ nelle MSC. Nello specifico, gli effetti di questa 

sostanza inducono una ridotta secrezione della proteina-1 chemioattraente per i monociti 

(Monocyte Chemoattractant Protein-1 - MCP-1), della monochina indotta 

dall'interferone-gamma (Monokine Induced by Gamma interferon – MIG) e della 

proteina 10 indotta dall'interferone gamma (Interferon gamma-induced Protein 10 - 

IP10), causando un’alterazione della plasticità immunitaria ed un difetto nella 

sovraregolazione della molecola di superficie cellulare del complesso maggiore di 

istocompatibilità di classe II (Major Histocompatibility Complex class II - MHC II) 

[40], correlata a senescenza cellulare [41]. 

Recentemente è stato scoperto che una ridotta espressione dell’isocitrato deidrogenasi 1 

(Isocitrate Dehydrogenase 1 - IDH1) in MSC comporta una minor produzione di acido 

α-chetoglutarico (Alpha-Ketoglutaric Acid - AKG), un metabolita del ciclo degli acidi 
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tricarbossilici implicato nel metabolismo aerobico e nella longevità. IDH1 sembra 

fungere da geroprotettore per MSC, rallentando il processo di senescenza cellulare. 

Infatti, l’utilizzo di AKG esogeno o la sovraespressione di IDH1 promuovono 

l’idrossilazione della proteina ribosomiale S23 (RPS23) favorendo l’omeostasi proteica 

[42]. 

 

Micro e nanoplastiche nell’ambiente 

Le micro- e nanoplastiche di polistirene sono dei polimeri organici sintetici o 

semisintetici, le cui dimensioni variano da 1 µm a 1 mm per le microplastiche e da 1 nm 

a 1 µm per le nanoplastiche; sono estremamente malleabili, mobili e resilienti, diffuse in 

tutti gli ecosistemi, ambienti, oggetti di uso quotidiano e persino nel cibo. Tali plastiche 

possiedono la capacità di accumularsi negli organi e nei tessuti umani e animali, 

compromettendo la salute di tutti gli esseri viventi. Si formano a seguito di processi 

degradativi tra cui la foto-ossidazione indotta delle radiazioni ultraviolette, che causano 

fragilità del materiale plastico integro e ne favoriscono la frammentazione in particelle 

micro-nanoscopiche a seguito di sollecitazioni meccaniche [43].                                                                                                       

 

Influenza sulla salute 

Le principali vie di esposizione umana alla contaminazione da micro- e nanoplastiche 

sono l’ingestione di acqua o alimenti che le contengono, l’inalazione di particelle 

aerodisperse e il contatto cutaneo con plastiche che si trovano in oggetti, tessuti o 

prodotti [44]. 

La plastica ingerita deriva dalla catena alimentare, dalla contaminazione delle materie 

prime per assorbimento dal suolo e dal materiale per imballaggi o contenitori alimentari 

[45] (Fig. 9). 
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Fig. 9 Illustrazione delle potenziali fonti di micro e nanoplastiche negli alimenti. 

Immagine adattata da Meng et al. [45]. 

 

In particolare, l’accumulo di microplastiche nel tratto gastrointestinale altera il 

microbiota intestinale, provocando disbiosi e quindi un dannoso squilibrio tra batteri 

buoni e cattivi [46]; queste particelle sono implicate anche nel generare irritazioni alle 

mucose intestinali ed infiammazione sistemica [47]. 

L’ingestione orale di nanoplastiche di polistirene può penetrare nella barriera emato-

encefalica ed indurre neurotossicità [48]. Un recente studio [49] eseguito sul modello 

murino ha dimostrato che le nanoparticelle di polistirene (Polystyrene Nanoparticles - 

PS-NP), internalizzandosi nella microglia, ne alterano la morfologia e ne promuovono 

l’attivazione, con conseguente soppressione dell’attività neuronale; tale assorbimento 

non si verifica in neuroni e astrociti in cui le PS-NP sembrano aderire esclusivamente 

sulle membrane cellulari (Fig. 10). 
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Fig. 10 Immunocolorazione di cellule della microglia (A), astrociti (B), e neuroni 

(C) marcati con IBA1, GFAP e MAP2, rispettivamente. Le cellule sono state 

coltivate con PS-NP marcate con il fluoroforo IR-813, utilizzato per individuare 

specificatamente la loro localizzazione intracellulare. Nel pannello A si osserva 

l’internalizzazione delle PS-NP (punta di freccia), mentre nei pannelli B e C, le PS-

NP sono presenti sulla superficie cellulare (frecce). Nel pannello D è riportata la 

quantificazione dell’uptake cellulare (grafico a sinistra) e l’intensità di fluorescenza 

intracellulare delle PS-NP (grafico a destra). Immagine adattata da Me Paing et al. 

[49]. 

 

I dati presenti in letteratura [50] suggeriscono che, oltre alla concentrazione delle 

plastiche di polistirene, persino le loro dimensioni giochino un ruolo fondamentale nel 

generare danni alla salute. Infatti, plastiche con un diametro inferiore ai 10 μm si 

infiltrano e si depositano con più facilità e più in profondità, ad esempio, nel tessuto 

polmonare. 



23 
 

In linea con tali presupposti, lo studio condotto da Han et al. [51] ha dimostrato che 

l’esposizione ripetuta per via inalatoria a nanoplastiche di polistirene nei modelli murini 

determina una compromissione della barriera epiteliale alveolare. Analisi 

immunoistochimiche hanno evidenziato una riduzione nell’espressione della proteina 

occludina nei tessuti polmonari. In particolare, tale alterazione è presente nei gruppi 

trattati con 5 mg/kg di plastiche di piccole dimensioni (25 nm -100 nm), mentre non 

sono state osservate variazioni significative nei gruppi esposti ad un minor dosaggio 

(pari a 1 mg/kg) o a particelle di dimensioni maggiori (500 nm). Inoltre, nei tessuti 

polmonari di topi esposti a nanoplastiche di 25 e 100 nm è stato riscontrato un 

incremento del marcatore leucocitario CD45, indice dell’attivazione di una marcata 

risposta infiammatoria che alimenta la formazione di lesioni croniche nel parenchima 

polmonare. 

Diversi studi hanno analizzato la generazione di ROS indotta da microplastiche e i 

relativi meccanismi di citotossicità. In particolare, Di Dong et al. [52] hanno dimostrato 

che la coltura di cellule epiteliali polmonari (cellule BEAS-2B) in terreni contenenti 

1000 μg/cm² di plastiche induce entro le prime 24 ore risposte ossidative che superano 

la capacità di compensazione da parte di enzimi endogeni antiossidanti. Questa 

condizione determina un significativo incremento nella secrezione di citochine 

proinfiammatorie, come IL-6 e IL-8. Lo stress ossidativo attiva in modo aberrante 

diverse cascate di segnalazione intracellulare, tra cui la proteina chinasi attivata da 

mitogeni (Mitogen-Activated Protein Kinase - MAPK), la via di p53, le chinasi c-Jun N-

terminali (JNK) o le chinasi p38, promuovendo l’insorgenza di stati patologici [53]. La 

via delle MAPK, ad esempio, è strettamente implicata nella regolazione del 

metabolismo cellulare e un suo inappropriato innesco contribuisce allo sviluppo di 

disordini metabolici, come il diabete di tipo 2 [54]. 

 

Effetti tossici sulla riproduzione 

Una volta entrate nel flusso sanguigno, le micro- e nanoplastiche possono distribuirsi e 

accumularsi in diversi organi, inclusi ovaie, testicoli e placenta. La loro capacità di 

attraversare la barriera placentare e la barriera ematoencefalica favorisce la diffusione 

sistemica e la potenziale esposizione fetale [55]. Inoltre, la placenta può essere 
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raggiunta anche per via respiratoria materna, in seguito all'inalazione di particelle 

presenti nell'aria [56]. 

Per esempio, nel fluido follicolare di 18 donne sottoposte a procreazione assistita sono 

state rinvenute microplastiche. La loro presenza può essere dovuta alla penetrazione 

delle MP nel sistema circolatorio e successivamente nella barriera emato-follcolare [57] 

(Fig. 11). 

 

Fig. 11 Immagine in microscopia elettronica a scansione (SEM) di microparticelle 

(con diametro medio di 4,46 µm) presenti nel liquido follicolare ovarico umano. 

Immagine adattata da Montano et al. [57]. 

 

L’accumulo di particelle inquinanti può compromettere la salute riproduttiva, indurre 

infiammazione o stress ossidativo negli apparati riproduttivi ed alterare l’embriogenesi 

[58] (Fig. 12). 
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Fig. 12 Illustrazione che raffigura i possibili rischi che l’esposizione a micro e 

nanoplastiche provoca sulla salute riproduttiva umana. Tali particelle si formano a 

seguito di modifiche chimiche e fisiche di rifiuti plastici ambientali. Immagine 

adattata da Camia et al. [43]. 

 

Nello specifico, uno studio di Liu et al. [58] ha confrontato spermatociti di topo (della 

linea GC-2) esposti a microplastiche di polistirene con cellule GC-2 di controllo, non 

esposte all’inquinante. I risultati hanno evidenziato un aumento del numero di lisosomi 

autofagici nelle cellule trattate rispetto ai controlli. Parallelamente è stata osservata una 

diminuzione dei livelli di trascrizione della chinasi 1 indotta da PTEN (PTEN-Induced 

Kinase 1 - PINK1) e Parkin, i quali agiscono come proteine regolatrici dell’autofagia. 

Inoltre, nelle cellule trattate è stato riscontrato uno squilibrio dell’omeostasi 

mitocondriale, con conseguente diminuzione nella produzione di ATP e un progressivo 

incremento del contenuto di ROS dopo 18 ore dall’inizio del trattamento. 

In uno studio del 2023 di Zhao et al. [59] hanno valutato gli effetti dell’esposizione a 

microplastiche di polistirene sullo sviluppo testicolare e sulla fertilità in topi esposti 

durante le fasi pre- e post-natale. La somministrazione delle microplastiche per via orale 

è stata avviata dal primo giorno di gestazioni nelle topoline gravide e protratta fino al 
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raggiungimento della prepubertà (giorno 35 post-natale) e dell’età adulta (giorno 70 

post-natale). Già a partire dal 35esimo giorno post-natale è stata riscontrata una 

significativa diminuzione nei livelli sierici degli ormoni testosterone ed inibina B, a 

causa di una disfunzione delle cellule di Leydig e del Sertoli. Analisi di trascrittomica 

hanno dimostrato che l’esposizione prolungata ai polimeri plastici promuove 

l’instaurarsi di una reazione infiammatoria cronica nel testicolo. Inoltre, l’analisi RNA-

seq, ha evidenziato una regolazione negativa della transizione G1/S del ciclo cellulare 

mitotico e della via di segnalazione Hippo; quest’ultimo pathway è implicato nel 

processo di maturazione delle cellule germinali primordiali [60] e nella regolazione 

della secrezione di LH [61].  

Gli effetti tossici sono stati analizzati anche a livello dell’apparato riproduttore 

femminile, in cui la presenza di micro e nanoparticelle innesca alti livelli di TNF-α e 

altre interleuchine proinfiammatorie, come IL-6 e IL-10 [43].  

La presenza di microplastiche di polistirene nelle ovaie di topi influenza negativamente 

lo sviluppo dei follicoli ovarici; infatti, provoca una riduzione nella formazione dei 

follicoli antrali, senza alterare i livelli di FSH, LH ed E2 nel siero. Non sembra tuttavia 

alterare la maturazione degli ovociti, anche se il loro tasso di sopravvivenza è 

significativamente ridotto nei topi trattati rispetto ai topi di controllo. Infine, analisi di 

ROS, GSH e del tasso di apoptosi mediante marcatura con Annexin V su ovociti in 

metafase II ha evidenziato un incremento dei ROS negli ovociti esposti alle PS-MP, una 

riduzione di GSH nei campioni trattati rispetto a quelli di controllo e nessuna variazione 

significativa nel tasso di apoptosi tra ovociti trattati e controlli [62] (Fig. 13). 
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Fig. 13 Effetti di PS-MP su stress ossidativo (ROS), azione di antiossidanti (GSH) e 

apoptosi (Annexin V) di ovociti murini. Le plastiche sembrano aumentare i livelli 

di ROS (A e B) e diminuire quelli di GSH (C e D), mentre non influenzano 

particolarmente i processi apoptotici (E ed F). Immagine adattata da Liu et al. [62]. 

 

Durante lo sviluppo embrionale gli effetti di micro- e nanoplastiche possono essere 

gravemente nocivi sulla salute del feto [43]. 

Nello specifico, Wan et al. [63] hanno dimostrato nel modello murino che una dose alta 

di nanoplastiche di polistirene (fino a 100 mg/kg) provoca un aumento dei livelli di 

apoptosi in cellule del trofoblasto, che può indurre aborto spontaneo. Anche il cervello 

dei feti può subire alterazioni strutturali. È stato osservato che nei feti maschi si ha una 

riduzione della corteccia visiva mentre, nei feti femmine, sono presenti alterazioni nel 

sistema nervoso centrale, come nel bulbo [43]. 

 

Meccanismo di internalizzazione nell’organismo  

I meccanismi di internalizzazione delle micro e nanoplastiche sembrano essere 

differenti. Le microplastiche, a causa della loro dimensione, tendono ad entrare 
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nell’organismo per micropinocitosi [43] mentre le nanoplastiche diffondono 

inizialmente sulla superficie della membrana cellulare, grazie a forze di Van der Waals 

ed interazioni idrofobiche che si instaurano tra il doppio strato fosfolipidico, carico 

negativamente, e le plastiche anch’esse negative. La successiva internalizzazione 

avviene principalmente attraverso un meccanismo di endocitosi mediato da clatrina e 

caveolina [64]. 

Uno studio di Smith et al. [65] ha dimostrato che l’aggiunta di nanoplastiche di 

polistirene fluorescenti in colture cellulari contenenti siero bovino fetale riduce 

significativamente sia l’adesione delle nanoplastiche alla membrana cellulare, sia la loro 

percentuale di internalizzazione. Inoltre, gli autori hanno indagato il coinvolgimento 

delle due principali vie di trasporto endocitico, analizzando i pathway clatrina- e 

caveolina-dipendenti. Nello specifico, l’espressione selettiva di EH29, inibitore 

dell’attività endocitica mediata da clatrina, e di Y14F, inibitore della via caveolina-

dipendente, ha permesso di individuare il meccanismo d’ingresso cellulare. Dal 

momento che è stato riscontrato un decremento nell’efficienza di uptake di 

nanoplastiche esclusivamente in seguito all’inibizione di EH29, le evidenze 

suggeriscono che la via mediata da clatrina rappresenti il principale meccanismo 

responsabile dell’internalizzazione intracellulare delle nanoplastiche (Fig. 14). 
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Fig. 14 Analisi dell’internalizzazione di nanoplastiche di polistirene fluorescenti in 

cellule cresciute con terreno privo di siero. In A è rappresentata una cellula che 

presenta nanoplastiche marcate con Green Fluorescent Protein (GFP). In B è 

rappresentata una cellula inibita per l’attività della clatrina (mancata espressione 

di EH29). In C è raffigurata la cellula con inibizione di caveolina (priva 

dell’espressione di Y14F). Nell’istogramma D è stata valutata la quantità di 

fluorescenza delle nanoplastiche nelle cellule sottoposte alle tre diverse condizioni e 

nell’istogramma E la loro densità. Si osserva che solo in mancanza di EH29 si 

assiste ad una significativa riduzione di luminosità e di densità degli accumuli di 

nanoparticelle intracellulari. Immagine adattata da Smith et al. [65]. 

 

Trasporto di sostanze inquinanti   

Le micro e nanoplastiche fungono anche da vettori di sostanze chimiche come ftalati, 

eteri difenilici, polibromurati, composti idrocarburi policiclici aromatici, contaminanti 

organici, pesticidi e metalli pesanti [66]. Questo effetto viene definito “cavallo di 

Troia”, un fenomeno in cui l’azione combinata di plastiche ed altri agenti inquinanti 

aumentano la tossicità in tutti i sistemi dell’organismo [67]. 
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Le nanoplastiche cariche negativamente, una volta internalizzate, possono generare 

forze elettrostatiche con cationi metallici tossici o altri agenti inquinanti carichi 

positivamente; ad esempio, possono legarsi al cadmio e aumentarne la citotossicità, 

promuovendo il rilascio di calcio intracellulare che attiva la via mitocondriale e provoca 

un aumento dell’apoptosi [68] 

Le plastiche veicolano anche farmaci e antibiotici nell’organismo, alterando la loro 

funzionalità ed inducendo un effetto tossico. La reattività chimica degli oligomeri, di cui 

sono composte le particelle di polistirene, consente di formare legami ad idrogeno con 

antibiotici, come metronidazolo e ciprofloxacina. Tali interazioni stabili impediscono 

l’ossidazione e la successiva degradazione dei medicinali che vanno così ad accumularsi 

negli organi [69]. 
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SCOPO DEL LAVORO  

 

In questo lavoro di tesi sono stati studiati il meccanismo di internalizzazione e la 

cinetica delle micro- e nanoplastiche di polistirene fluorescenti nelle MSC. Inoltre, sono 

stati valutati l’induzione dell’apoptosi e l’eventuale produzione di specie reattive 

dell’ossigeno in seguito all’esposizione a nanoplastiche. Le MSC sono state isolate da 

midollo osseo e da liquido follicolare ovarico, quest’ultimo recuperato come materiale 

di scarto derivante dalle procedure di pick-up ovocitario. 

Il secondo obiettivo della ricerca è stato di indagare se l’esposizione alle nanoplastiche 

potesse provocare particolari alterazioni durante il differenziamento adipogenico 

rispetto al fenotipo di controllo, conducendo parallelamente un’analisi comparativa tra i 

due tipi cellulari.  

Infine, è stata effettuata la caratterizzazione fenotipica dei campioni differenziati 

mediante l’analisi HCS LipidTOX, per confermare il successo del differenziamento 

adipogenico e valutare qualitativamente la distribuzione e la morfologia delle gocce 

lipidiche. 
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MATERIALI E METODI 

 

Isolamento di cellule staminali mesenchimali da midollo osseo (BM-MSC) e liquido 

follicolare (FF-MSC) 

Le cellule staminali mesenchimali derivate da midollo osseo utilizzate nel presente 

progetto di tesi sono state gentilmente messe a disposizione dalla Cell Factory della 

Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo di Pavia. 

Le cellule staminali mesenchimali da liquido follicolare sono state isolate da campioni 

di pazienti sottoposte a trattamenti di procreazione medicalmente assistita presso il 

centro di PMA della Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo di Pavia (Progetto di 

Ricerca Corrente n. 8062423). 

 

Protocollo di isolamento di cellule staminali mesenchimali da liquido follicolare 

La prima fase del protocollo di isolamento consiste nell’aggiunta di 10 ml di 

Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norway) al campione di liquido follicolare, 

seguita da centrifugazione a 800 g x 20 minuti.  

Successivamente, le cellule presenti nello strato di buffy coat sono state recuperate e 

risospese in un volume di soluzione fisiologica pari a quello del buffy coat isolato. La 

sospensione cellulare è stata quindi centrifugata a 400 g × per 10 minuti, ottenendo un 

pellet cellulare. 

Al termine dell'isolamento è stata eseguita la conta delle cellule mediante esclusione 

con Trypan Blue, al fine di determinarne il numero e valutarne la vitalità al tempo T0 

(corrispondente al momento dell'isolamento). A tal fine, 10 μL di sospensione cellulare 

sono stati miscelati con 90 μL di soluzione di Trypan Blue (diluita 1:1 in PBS), e il 

conteggio è stato successivamente effettuato utilizzando una camera di Bürker. 

Dopo centrifugazione a 400 g x 3 minuti, le cellule sono state messe in coltura in piastre 

Petri con fondo di vetro, con appropriato terreno di coltura DMEM (Euroclone), 15% di 

siero bovino fetale (FBS – Euroclone), 1% di antibiotico Penicilina/Streptomicina 
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(Euroclone), 1% L-Glutammina (Euroclone), 1% 2-mercaptoetanolo (Euroclone) e 1% 

Non-Essential Amino Acids (Euroclone) in incubatore a 37 °C con 5% CO2.  

Prima della messa in coltura delle cellule, le piastre di Petri con fondo in vetro sono 

state rivestite con gelatina e incubate a 37 °C in atmosfera umidificata con il 5% di CO₂ 

per 30 minuti, al fine di promuovere un'efficiente adesione cellulare. 

 

Incorporazione di micro- e nanoplastiche di polistirene fluorescenti  

Le micro- e nanoplastiche di polistirene fluorescenti (coniugate con FITC; Labospace), 

con diametri rispettivamente di 0,1 μm e 0.025 μm, sono state aggiunte al terreno di 

coltura tra il 1° ed il 3° giorno, alla concentrazione finale di 100 mg/mL.  

Entrambe le tipologie di plastiche (micro e nano) sono state utilizzate per valutare gli 

effetti morfologici delle FF-MSC e per studiare, a livello qualitativo, la loro eventuale 

internalizzazione tramite endocitosi mediata da clatrina. Le analisi morfologiche 

condotte mediante microscopia confocale hanno evidenziato che le microplastiche, a 

causa delle loro maggiori dimensioni, non vengono internalizzate dalle cellule, ma 

rimangono adese alla superficie cellulare. Sulla base di questi risultati, la maggior parte 

degli esperimenti descritti in questa tesi sono stati eseguiti utilizzando esclusivamente le 

nanoplastiche. 

Al fine di valutare la cinetica di internalizzazione, le FF-MSC sono state fissate dopo 

diversi tempi di coltura con nanoplastiche, rispettivamente dopo 5, 10, 24 e 48 ore. La 

fissazione è stata eseguita al buio mediante incubazione con paraformaldeide al 4% 

(PFA, Thermo Fisher Scientific), per 10 minuti a temperatura ambiente. 

 

Immunofluorescenza 

L’immunofluorescenza è una tecnica immunocitochimica utilizzata per l’identificazione 

e l’analisi della localizzazione di specifiche proteine d’interesse. Prevede l’utilizzo di 

anticorpi marcati per rilevare in modo preciso determinate strutture molecolari. 

In particolare, in questo lavoro di tesi si è voluto indagare il ruolo della clatrina 

nell’internalizzazione delle micro- e nanoplastiche mediante il processo di endocitosi. 
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La tecnica eseguita è di immunofluorescenza indiretta: prevede una prima incubazione 

con un anticorpo primario, che si lega all’antigene target, seguita da una seconda 

incubazione con un anticorpo secondario coniugato ad un fluorocromo che lega il 

frammento cristallizzabile del primo, ossia la sua regione costante.  

Nello specifico, in seguito alla fissazione, i campioni nelle Petri con fondo di vetro sono 

stati processati utilizzando questa tecnica che consiste in diverse fasi: 

- Permeabilizzazione: è il primo passaggio di reazione e consiste in una soluzione 

costituita da 4,5 ml di PBS, 500 μl di FBS e 5 μl di Triton X100 (detergente non 

ionico, Sigma-Aldrich) per 45 minuti a temperatura ambiente al buio (in modo 

da non far precipitare la fluorescenza specifica delle nanoplastiche). Questo step 

è necessario per permettere la corretta penetrazione degli anticorpi all’interno 

delle cellule. 

- Blocco: è il secondo passaggio della reazione e consiste nell’incubazione del 

campione in una soluzione composta da 4,5 ml di PBS, 500 μl di FBS e 10 μl di 

Tween-20 (Sigma-Aldrich), per 30 minuti a temperatura ambiente al buio. 

Questo step serve per bloccare i siti di legame aspecifici. 

- Incubazione con anticorpo primario: l’anticorpo è diluito 1:200 nella soluzione 

di blocco e deve essere incubato in camera umida overnight a + 4 °C. In questi 

esperimenti sono stati utilizzati l’anticorpo anti-clatrina (CLTC, anti-rabbit; 

Abcam) e anti-calnexina (CANX, anti-chicken; Abcam), marcatore di controllo 

della proteina integrale del reticolo endoplasmatico. 

- Incubazione con anticorpo secondario: è stato eseguito un breve lavaggio del 

campione in PBST (PBS + 0.1% di Tween-20), in seguito l’anticorpo secondario 

è stato diluito 1:500 nella soluzione di blocco ed incubato al buio per un’ora. 

Per questi esperimenti gli anticorpi utilizzati sono: 

1) Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher Scientific) diretto contro l’anticorpo 

primario CLTC 

2) Alexa Fluor 647 (Thermo Fisher Scientific) diretto contro l’anticorpo 

primario CANX 

- Colorazione dei nuclei con colorante DAPI (NucBlue, Thermo Fisher 

Scientific): il colorante è stato incubato per 10 minuti al buio a temperatura 

ambiente. 



35 
 

- Visualizzazione e acquisizione delle immagini mediante l’impiego del 

microscopio confocale Olympus Fluoview, che consente, tramite un apposito 

software, di svolgere un’analisi qualitativa riguardo alla distribuzione del 

segnale, delle nanoplastiche (individuate tramite FITC) e dei marcatori in esame, 

nel citoplasma delle cellule staminali mesenchimali. 

 

Marcatura fluorescente dell’Apparato del Golgi ed Immunofluorescenza  

La localizzazione dell’apparato di Golgi è stata analizzata in BM-MSC, sia coltivate in 

presenza di nanoplastiche sia nei controlli (i.e. cellule coltivate in assenza di plastiche), 

mediante l’impiego della sonda CellLight (Thermo Fisher Scientific). Il volume di 

reagente utilizzato per la marcatura è stato calcolato in funzione del numero stimato di 

cellule al momento del trattamento, del numero di particelle desiderato per cellula e 

della concentrazione del reagente, pari a 108 particelle per ml.  

La sonda Golgi è stata diluita 1:1000 in terreno DMEM e incubata per 16 ore a 37 °C e 

le immagini sono state acquisite tramite il confocale Olympus Fluoview. 

In seguito, si è eseguita un’immunofluorescenza indiretta, utilizzando l’anticorpo 

primario contro la clatrina. Infine, i nuclei sono stati colorati mediante l’uso del 

colorante DAPI e le immagini sono state acquisite al confocale Olympus Fluoview. 

 

Valutazione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) 

La produzione di ROS è stata analizzata in FF-MSC e BM-MSC, confrontando cellule 

coltivate in presenza di nanoplastiche con cellule di controllo. 

Le cellule sono state incubate a 37 °C per 30 minuti con la sonda ROS (DCFH-DA; 

Thermo Fisher Scientific) precedentemente diluita 1:1000 in una soluzione di PBST. 

Successivamente, i nuclei con sono stati colorati con DAPI e le cellule visualizzate al 

confocale Olympus Fluoview. 
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Valutazione dell’apoptosi mediante Annexin V  

La valutazione della mortalità e apoptosi cellulare in BM-MSC, esposte o meno a 

nanoplastiche, è stata eseguita mediante l’impiego della sonda Annexin V (Abcam, UK) 

che si lega specificatamente alla fosfatidilserina esposta all’esterno della membrana 

cellulare. 

L’Annexin V è stata diluita 1:100 in Assay Buffer, incubata a temperatura ambiente al 

buio per 30 minuti. Per la colorazione dei nuclei è stato utilizzato il marcatore DAPI. 

Infine, le cellule sono state analizzate al confocale Olympus Fluoview. 

 

Differenziamento adipogenico di cellule staminali mesenchimali da midollo osseo e 

da liquido follicolare   

Per questo lavoro di tesi le cellule sono state coltivate su Petri con fondo di vetro 

utilizzando terreno di coltura idoneo alla crescita cellulare fino al raggiungimento della 

confluenza, ossia al 5° giorno di coltura, come sopra specificato. 

Le nanoplastiche sono state aggiunte direttamente al terreno il 3° giorno di coltura, 

quindi precedentemente all’inizio del differenziamento. 

Dal 5° giorno di coltura è stato eseguito il differenziamento adipogenico usando il 

terreno di coltura specifico, costituito da Adipogenesis Differentiation Basal Medium 

(Stem Pro, Thermo Fisher Scientific), 10% di Adipogenesis Supplement e 0.05% di 

Gentamicina. Il cambio terreno è stato eseguito ogni 3-4 giorni per 7 giorni totali. 

In seguito, le cellule sono state fissate utilizzando PFA al 4% per 10 minuti a 

temperatura ambiente. 

 

Colorazione citochimica con LipidTOX 

Dopo la fissazione, è stata effettuata una colorazione mediante l’impiego del marcatore 

idrofobico fluorescente HCS LipidTOX (Thermo Fisher Scientific), che identifica e 

localizza i lipidi neutri. 
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Nello specifico il LipidTOX è stato diluito 1:100 in una soluzione tampone di PBST e 

incubato per 30 minuti al buio a temperatura ambiente. 

Al fine di valutare qualitativamente la presenza delle gocce lipidiche, in campioni 

coltivati e non in presenza di nanoplastiche, sono stati utilizzati due marcatori 

LipidTOX differenti, quali: 

- LipidiTOX Green Neutral Lipid Stain per i campioni senza l’aggiunta di 

nanoplastiche fluorescenti; 

- LipidTOX Deep Red Neutral Lipid Stain per i campioni con aggiunta di 

nanoplastiche fluorescenti. 

La visualizzazione e acquisizione delle immagini è avvenuta tramite l’impiego del 

microscopio confocale Olympus Fluoview. 
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RISULTATI 

 

Analisi fenotipica e morfologica di cellule staminali mesenchimali isolate da fluido 

follicolare in coltura con microplastiche  

Come specificato in materiali e metodi, le cellule isolate da fluido follicolare sono state 

coltivate in terreno di coltura a cui sono state aggiunte microplastiche di polistirene 

fluorescenti alla concentrazione di 100 mg/ml. Le colture sono state monitorate 

mediante microscopia ottica a intervalli di 48 ore, in concomitanza con i cambi di 

terreno, al fine di valutarne la proliferazione e la morfologia. L'analisi microscopica ha 

rivelato che le cellule hanno mantenuto la loro tipica morfologia mesenchimale, anche 

in presenza di microplastiche (Fig.15 A). Infatti, è stato possibile osservare un corpo 

cellulare allungato, nucleo centrale e molteplici prolungamenti citoplasmatici, analogo a 

quanto riscontrato nelle colture di controllo, ossia in assenza di microplastiche (Fig.15 

B). Tuttavia, nelle cellule trattate, il citoplasma mostra una marcata granulosità.  

Infine, le microplastiche sono apparse agglomerate in cluster di dimensioni piuttosto 

grossolane e di forma squadrata, distribuite in modo eterogeneo sulla superficie della 

Petri con fondo di vetro (come indicato dalle frecce – Fig. 15 A).  

 

 

Fig. 15 Immagini esemplificative ottenute con microscopio ottico. A: FF-MSC in 

coltura con microplastiche di polistirene fluorescenti. B: FF-MSC senza 

microplastiche (controllo). Barra: 10 µm. Ingrandimento 20X. 
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L’analisi condotta mediante microscopia confocale, eseguita dopo 5 giorni di coltura 

(corrispondenti a 72 ore di incubazione con microplastiche), ha permesso di determinare 

con precisione la forma e la disposizione spaziale delle microplastiche a livello 

cellulare. In particolare, le microplastiche fluorescenti sembrano localizzarsi 

superficialmente (Fig. 16 A e B), dove si osservano sia aggregati di forma sferica sia 

cluster irregolari distribuiti in modo eterogeneo. Tuttavia, la proliferazione cellulare è 

risultata analoga a quella del controllo (Fig. 16 C). Poiché le microplastiche, a causa 

delle loro maggiori dimensioni, non sembrano essere internalizzate dalle cellule, si è 

deciso di eseguire tutti gli esperimenti successivi utilizzando esclusivamente le 

nanoplastiche.  

 

 

Fig. 16 Immagini esemplificative ottenute con microscopio confocale (Olympus 

Fluoview). FF-MSC in coltura con microplastiche di polistirene fluorescenti (FITC 

(A e B). FF-MSC di controllo (C). Il nucleo è stato contro colorato con DAPI. 

Barra: 10 µm. Ingrandimento 120X (A), 60X (B) e 70X (C). 
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Analisi fenotipica e morfologica di cellule staminali mesenchimali isolate da fluido 

follicolare in coltura con nanoplastiche  

Le cellule FF-MSC sono state poste in coltura e dopo 48 ore il terreno è stato 

addizionato con nanoplastiche di polistirene fluorescenti alla concentrazione di 100 

mg/ml. Le FF-MSC sono state monitorate tramite microscopia ottica a 48 ore di 

distanza, in concomitanza con il cambio di terreno avvenuto ogni 2 giorni. Il 

monitoraggio dei campioni ha evidenziato che le cellule esposte a nanoplastiche (Fig. 

17 A) hanno preservato la morfologia allungata e fusiforme tipica del fenotipo 

mesenchimale. Analogamente, la proliferazione cellulare è risultata sovrapponibile a 

quella osservata nei campioni di controllo (Fig. 17 B), senza evidenti alterazioni 

riconducibili al trattamento. 

 

 

Fig. 17 Immagini esemplificative ottenute con microscopio ottico (Nikon, Eclipse 

TS2). FF-MSC in coltura con nanoplastiche fluorescenti (A). FF-MSC di controllo 

(B). Barra: 10 µm. Ingrandimento 20X. 

 

I campioni isolati da fluido follicolare sono stati successivamente osservati al 

microscopio confocale per osservare la distribuzione delle nanoplastiche (Fig. 18 A). 

Dopo 5 giorni di coltura, il segnale fluorescente delle nanoplastiche risulta debole e 

localizzato esclusivamente in corrispondenza di aggregati di dimensioni maggiori, 

organizzati in cluster isolati (indicati dalle frecce in rosa – Fig. 18 A). Dal punto di vista 

della proliferazione non si osservano differenze apprezzabili nella crescita cellulare 
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rispetto ai campioni di controllo (Fig. 18 B). Tuttavia, le cellule esposte alle 

nanoplastiche presentano nuclei con alterazioni morfologiche, quali bleb nucleari e 

nuclei picnotici, indicativi di uno stato di sofferenza cellulare, come indicato dalle 

frecce in arancione in Fig. 18 A. 

  

 

Fig. 18 Immagini esemplificative ottenute con microscopio confocale Olympus 

Fluoview. FF-MSC in coltura con nanoplastiche di polistirene fluorescenti (A). FF-

MSC di controllo (B). Il nucleo è stato contro colorato con DAPI. Barra: 10 µm. 

Ingrandimento 60X.  

 

Cinetica di internalizzazione di nanoplastiche 

Al fine di valutare la cinetica di internalizzazione delle nanoplastiche, le FF-MSC 

piastrate su Petri con fondo di vetro, sono state fissate ad intervalli temporali definiti, 

specificamente a 5, 10, 24 e 48 ore dall’inizio dell’esposizione.  

L’analisi di microscopia confocale, condotta a 5 ore dall’incubazione (Fig. 19 A), ha 

evidenziato un’iniziale distribuzione delle nanoplastiche all’interno del citoplasma. In 

questo time-point precoce, le nanoplastiche appaiono disperse e non organizzate in 

aggregati evidenti. In parallelo, l’analisi morfologica dei nuclei, marcati con DAPI, non 

ha mostrato alterazioni morfologiche o frammentazione: i nuclei appaiono ancora 

perfettamente integri e tondeggianti. 
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Anche a distanza di 10 ore dall’aggiunta di nanoplastiche (Fig. 19 B), il profilo di 

localizzazione delle plastiche si mantiene pressoché invariato; infatti, non si osservano 

ancora segni di una transizione verso un’internalizzazione attiva o verso una progressiva 

cinetica intracellulare. Contestualmente, la morfologia dei nuclei continua a rimanere 

stabile, preservando l’integrità strutturale già precedentemente osservata. 

Al time-point di 24 ore (Fig. 19 C), si osserva un cambiamento nella distribuzione delle 

nanoplastiche fluorescenti. Nello specifico, il segnale fluorescente non appare diffuso in 

modo omogeneo, ma localizzato esclusivamente in precise aree del compartimento 

citoplasmatico, concentrandosi in strutture puntiformi ben definite. Questa diversa 

organizzazione del segnale suggerisce una progressiva riorganizzazione intracellulare 

delle plastiche e una risposta eterogenea delle cellule all'esposizione. 

Al time-point finale di 48 ore (Fig. 19 D), si riscontra una drastica riduzione del segnale 

fluorescente dovuta presumibilmente alla completa internalizzazione delle plastiche. Le 

poche nanoplastiche ancora osservabili appaiono di dimensioni inferiori rispetto ai time-

points precedenti. Contestualmente, una quota della popolazione cellulare presenta 

alterazioni della morfologia nucleare, compatibili con uno stato di sofferenza cellulare. 

Nel complesso, questi risultati suggeriscono che l'esposizione prolungata alle 

nanoplastiche sia associata a una progressiva modificazione della loro distribuzione 

intracellulare e all'insorgenza di alterazioni morfologiche cellulari che diventano 

evidenti nelle fasi più tardive dell'esposizione. 
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.  

Fig. 19 Immagini esemplificative ottenute con microscopio confocale Olympus 

Fluoview della cinetica di internalizzazione delle nanoplastiche fluorescenti 

rispettivamente a 5h (A), 10 h (B), 24 h (C) e 48 h (D). Il nucleo è stato contro 

colorato con DAPI. Barra: 10 µm. Ingrandimento 120X (A e B), 90X (C) e 138X 

(D).  

 

Analisi fenotipica e morfologica di cellule staminali mesenchimali isolate da 

midollo osseo in coltura con nanoplastiche  

Analogamente a quanto eseguito con le FF-MSC, le BM-MSC sono state poste in 

coltura; dopo 48 ore il terreno è stato addizionato con nanoplastiche di polistirene 

fluorescenti alla concentrazione di 100 mg/ml. Al contrario, le microplastiche non sono 

state incluse nelle analisi sperimentali successive, in quanto, come precedentemente 

descritto, le loro dimensioni apparivano incompatibili con un'efficiente 

internalizzazione cellulare. L’analisi al microscopio ottico, eseguita ogni 48 ore in 

concomitanza con il cambio terreno, ha evidenziato che l’esposizione alle nanoplastiche 
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determina una moderata riduzione della proliferazione cellulare (Fig. 20 A) rispetto ai 

campioni di controllo (Fig. 20 B). In parallelo, le cellule trattate mostrano una lieve 

variazione della morfologia, assumendo un fenotipo meno allungato e fusiforme rispetto 

alle cellule di controllo. 

 

   

Fig. 20 Immagini esemplificative ottenute con microscopio ottico (Nikon, Eclipse 

TS2). BM-MSC in coltura con nanoplastiche di polistirene fluorescenti (A). BM-

MSC di controllo (B). Barra: 10 µm. Ingrandimento 20X. 

 

Dopo 5 giorni di coltura, i campioni isolati da midollo osseo sono stati visualizzati al 

microscopio confocale. Il confronto dei campioni esposti a nanoplastiche (Fig. 21 A) 

con i controlli (Fig. 21 B) non ha rivelato alterazioni morfologiche particolari. I nuclei, 

infatti, mantengono una morfologia regolare e tondeggiante. Inoltre, le nanoplastiche 

(Fig. 21 A) sembrano essere state efficacemente internalizzate, come la quantità ridotta 

di segnale fluorescente nello spazio extracellulare sembra suggerire.  
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Fig. 21 Immagini esemplificative ottenute con microscopio confocale Olympus 

Fluoview. BM-MSC in coltura con nanoplastiche fluorescenti in FITC (A). BM-

MSC di controllo (B). Il nucleo è stato contro colorato con DAPI. Barra: 10 µm. 

Ingrandimento 47X (A) e 37X (B). 

 

Analisi comparativa della crescita e della morfologia di FF-MSC e BM-MSC in 

coltura con nanoplastiche e in condizioni di controllo 

Il confronto tra le due linee cellulari ha evidenziato differenze intrinseche riconducibili 

alla diversa origine delle MSC e alla loro risposta all’esposizione alle nanoplastiche. 

Dal punto di vista proliferativo, le BM-MSC hanno mostrato una capacità di crescita 

significativamente superiore rispetto alle FF-MSC, sia nelle condizioni di controllo sia 

dopo la coltura con nanoplastiche. In condizioni basali, entrambe le linee cellulari 

presentano il tipico fenotipo mesenchimale; tuttavia, le BM-MSC mostrano una 

morfologia più omogenea, caratterizzata da cellule prevalentemente allungate e 

fusiformi. Al contrario, le FF-MSC evidenziano una maggiore eterogeneità morfologica, 

con la presenza di cellule allungate (Fig. 22 A), tondeggianti (Fig. 22 B) e provviste di 

lunghi prolungamenti citoplasmatici (Fig. 22 C).   
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Fig. 22 Immagini esemplificative ottenute con microscopio ottico (Nikon, Eclipse 

TS2) di FF-MSC in condizioni basali: cellule allungate e fusiformi (A), cellule 

tondeggianti (B) e cellule con lunghi prolungamenti citoplasmatici (C). Barra: 10 

µm. Ingrandimento 20X. 

 

Un’ulteriore differenza riguarda l’aspetto del citoplasma: sia nelle condizioni di 

controllo sia dopo l’esposizione a nanoplastiche, le FF-MSC presentano un citoplasma 

sensibilmente più granulare rispetto alle BM-MSC. Tale caratteristica potrebbe riflettere 

differenze funzionali tra le due popolazioni cellulari ed essere riconducibile a un 

maggior contenuto di organelli citoplasmatici, quali lisosomi, oppure a uno stato di 

senescenza cellulare, ipertrofia o attivazione di programmi di differenziamento. 

Sebbene tali ipotesi richiedano ulteriori approfondimenti sperimentali, questi risultati 

suggeriscono che le FF-MSC possiedono caratteristiche biologiche peculiari, meritevoli 

di futuri studi finalizzati a una più accurata caratterizzazione di questa promettente 
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popolazione cellulare ottenuta da un materiale biologico comunemente considerato di 

scarto. 

L’esposizione a nanoplastiche non ha determinato evidenti alterazioni macroscopiche 

del fenotipo mesenchimale in nessuna delle popolazioni cellulari analizzate. In 

entrambe le linee, infatti, le cellule hanno mantenuto una morfologia complessivamente 

paragonabile a quella osservata nei rispettivi campioni di controllo. Tuttavia, nelle FF-

MSC il trattamento con nanoplastiche è risultato associato a un citoplasma visivamente 

più granulare rispetto alle BM-MSC (Fig. 23 A e C), suggerendo una diversa risposta 

cellulare all’esposizione. Sebbene il fenotipo morfologico generale si sia mantenuto 

sostanzialmente stabile rispetto ai controlli (Fig. 23 B e D), non è possibile escludere 

che l'esposizione alle nanoplastiche abbia indotto alterazioni a livello molecolare o 

funzionale non rilevabili mediante la sola analisi morfologica. Tali modificazioni 

potrebbero interessare processi quali il metabolismo cellulare, la risposta allo stress, 

l'omeostasi degli organelli o l'espressione genica e rappresentano un importante punto di 

partenza per futuri studi volti a chiarire i meccanismi biologici alla base della risposta 

delle cellule staminali mesenchimali all'esposizione alle nanoplastiche.  
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Fig. 23 Immagini esemplificative ottenute con microscopio ottico (Nikon, Eclipse 

TS2). FF-MSC e BM-MSC in coltura con nanoplastiche fluorescenti (A e C). FF-

MSC e BM-MSC in condizioni di controllo (B e D). Barra: 10 µm. Ingrandimento 

20X. 

 

Immunofluorescenza: analisi qualitativa della localizzazione della clatrina in 

cellule staminali mesenchimali in coltura con micro- e nanoplastiche 

Al fine di valutare la localizzazione della clatrina in FF-MSC in coltura con micro- e 

nanoplastiche è stata eseguita un'analisi in immunofluorescenza. L’esperimento è stato 

condotto per valutare se la via di endocitosi mediata da clatrina fosse responsabile 

dell’internalizzazione sia delle micro- sia delle nanoplastiche, ricercando una possibile 

co-localizzazione tra il segnale della proteina e la fluorescenza intrinseca delle plastiche 

stesse. Dalle analisi è possibile osservare che le microplastiche, verosimilmente presenti 

sulla superficie cellulare, formano aggregati di grosse dimensioni (Fig. 24 A). Al 

contrario, le nanoplastiche sembrano essere internalizzate (Fig. 24 B). In entrambe le 

condizioni sperimentali, il segnale della clatrina si localizza in modo specifico in una 

ristretta regione perinucleare, riconducibile all’apparato del Golgi (Fig. 24 C e D). 
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Fig. 24 Immagini al microscopio confocale Olympus Fluoview della localizzazione 

della clatrina in FF-MSC trattate con micro- (A e C) e nanoplastiche (B e D). 

Segnale micro- e nanoplastiche in FITC (A e B) e segnale della clatrina in rosso 

(Alexa 594; C e D). FF-MSC di controllo (E e F). Il nucleo è stato contro colorato 

con DAPI. Barra: 10 µm. Ingrandimento 120X (A e C), 138X (B e D) e 130X (E e 

F). 
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Analisi qualitativa e comparativa della localizzazione di clatrina e calnexina di 

cellule staminali mesenchimali in coltura con nanoplastiche 

Per determinare in modo specifico la localizzazione intracellulare della clatrina, è stata 

effettuata una doppia immunofluorescenza utilizzando anticorpi contro clatrina e 

calnexina in modo da verificare un'eventuale sovrapposizione del segnale. I risultati 

mostrano una distribuzione dei due segnali leggermente differente: la clatrina, come 

sopra mostrato, sembra concentrarsi nella regione perinucleare, probabilmente specifica 

per l’apparato di Golgi (Fig. 25 A), mentre la calnexina si dispone in una regione che 

potrebbe essere specifica per il reticolo endoplasmatico (Fig. 25 B), mostrando che i 

due segnali non sono sovrapponibili (Fig. 25 C). Questo dato è stato confermato anche 

dall’analisi del coefficiente di Pearson che è risultato, in tutti gli esperimenti effettuati, 

pari a 0.2. 
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Fig. 25 Immagini al microscopio confocale Olympus Fluoview della localizzazione 

della clatrina e della calnexina in cellule FF-MSC coltivate in presenza di 

nanoplastiche. Le immagini mostrano i singoli canali: clatrina (Alexa 594; A), 

calnexina (Alexa 647; B), immagine di sovrapposizione di tutti i canali analizzati 

(C). Immagine di controllo (D). Il nucleo è stato contro colorato con DAPI. Barra: 

10 µm. Ingrandimento: 90X.   

 

Analisi della co-localizzazione della clatrina con l’apparato di Golgi 

I risultati preliminari ottenuti mediante marcatura dell'apparato di Golgi evidenziano 

una possibile co-localizzazione tra il segnale del Golgi e quello della clatrina, come 

mostrato nelle immagini riportate di seguito (Fig. 26). Tale osservazione suggerisce un 

potenziale coinvolgimento del compartimento del Golgi nei processi di traffico 

intracellulare delle vescicole rivestite da clatrina e, più in generale, nella dinamica di 

internalizzazione e smistamento delle nanoplastiche.  

Sebbene questi dati abbiano carattere preliminare e richiedano ulteriori analisi 

quantitative di co-localizzazione (ad esempio mediante il coefficiente di Pearson), essi 

rappresentano un primo indizio del possibile coinvolgimento della via endocitica 

clatrina-dipendente e dei compartimenti intracellulari deputati al traffico vescicolare. 

Ulteriori esperimenti saranno pertanto necessari per confermare tale ipotesi e definire il 

ruolo dell'apparato di Golgi nel destino intracellulare delle nanoplastiche. 
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Fig. 26 Immagini al microscopio confocale Olympus Fluoview della localizzazione 

della clatrina e del marcatore CellLight in BM-MSC. I pannelli mostrano la 

localizzazione del marcatore CellLIight in FITC (A), il segnale specifico della 

clatrina (Alexa 594; B) e l’immagine di sovrapposizione di tutti i canali analizzati 

(C). Il nucleo è stato contro colorato con DAPI. Barra: 10 µm. Ingrandimento 41X. 

 

Meccanismo di stress ossidativo indotto da nanoplastiche 

La valutazione delle specie reattive dell’ossigeno effettuata a 7 giorni dall’esposizione 

di nanoplastiche ha mostrato l’assenza di un segnale ROS fluorescente particolarmente 

specifico sia nelle FF-MSC (Fig. 27 A) che nelle BM-MSC (Fig. 27 C).  

Nonostante ciò, l’analisi morfologica ha evidenziato, specialmente in cellule derivate da 

fluido follicolare, una marcata sofferenza cellulare con nuclei deformi e segni apoptotici 

evidenti (come mostrato dalle frecce – Fig. 27 A e B). Inoltre, le cellule hanno mostrato 
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un’elevata suscettibilità intrinseca alla sonda ROS che ha compromesso drasticamente 

la stabilità della coltura, determinando il distacco di numerose cellule. Diversamente, le 

BM-MSC non hanno mostrato sofferenza dopo esposizione alla sonda. I risultati sono 

tuttavia paragonabili a quelli ottenuti da FF-MSC con un segnale diffuso e poco 

specifico nel citoplasma (Fig. 27 C e D).  

 

 

Fig. 27 Immagini esemplificative ottenute con microscopio confocale Olympus 

Fluoview della produzione di ROS da parte di FF-MSC e BM-MSC con 

nanoplastiche fluorescenti (A e C) e di controllo (B e D). Il nucleo è stato contro 

colorato con DAPI. Barra: 10 µm. Ingrandimento 30X. 

 

 



54 
 

Valutazione del potenziale effetto pro-apoptotico indotto dalle nanoplastiche 

Per valutare la possibile attivazione di pathways apoptotici è stata condotta l’analisi con 

Annexin V (Fig. 28). In linea con i dati ottenuti dalle analisi con i ROS, non si è 

osservata alcuna positività specifica per tale marcatore, né nelle cellule esposte alle 

nanoplastiche (Fig. 28 A) né nei controlli coltivati in assenza di plastiche (Fig. 28 B e 

C). Tuttavia, come evidenziato in Fig. 28 A, le cellule esposte alle nanoplastiche 

presentano una maggiore quantità di detriti cellulari rispetto ai controlli. Sebbene 

l'assenza di positività all'Annexin V non supporti l'attivazione di un processo apoptotico 

conclamato, la presenza di tali detriti potrebbe rappresentare un indice di sofferenza 

cellulare indotta dall'esposizione alle nanoplastiche o riflettere alterazioni cellulari 

precoci non ancora rilevabili mediante questo marcatore. Saranno pertanto necessari 

ulteriori approfondimenti per chiarire il significato biologico di questa osservazione. 
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Fig. 28 Immagini esemplificative ottenute con microscopio confocale del segnale 

Annexin V in BM-MSC. Cellule coltivate con nanoplastiche fluorescente in FITC 

(A), cellule coltivate in assenza di nanoplastiche (B) e cellule di controllo (C). Il 

nucleo è stato contro colorato con DAPI. Barra: 10 µm. Ingrandimento 60X. 

 

Analisi del differenziamento adipogenico in FF-MSC in coltura con nanoplastiche 

Per valutare l’effetto delle nanoplastiche di polistirene sul processo differenziativo, è 

stato eseguito un differenziamento adipogenico in FF-MSC. Le cellule isolate sono state 

addizionate con nanoplastiche per circa 48 ore; al terzo giorno è stato indotto il 

differenziamento utilizzando un terreno di coltura specifico, come descritto in materiali 

e metodi. 

L’analisi morfologica (Fig. 29) ha rilevato la presenza di una popolazione 

particolarmente eterogenea nei campioni trattati con nanoplastiche (Adipo / PS-NP; Fig. 

29 A1-A3’). Infatti, è stato possibile osservare la coesistenza di diverse sottopopolazioni 

cellulari rappresentate da cellule con morfologia fusiforme tipica delle mesenchimali 

(Fig. 29 A1, A2 e A3), cellule con conformazione simil epiteliale (Fig. 29 A2’) e, infine, 

cellule che assumono una peculiare conformazione “a ragnatela” (Fig. 29 A1’ e 

A3/A3’). Tali variazioni morfologiche sono state individuate già nei primi 2 giorni di 

differenziamento. 

Nelle cellule differenziate in senso adipogenico in assenza di nanoplastiche (Adipo / 

CTR; Fig. 29 B1-B4), la popolazione cellulare ha mostrato una combinazione di 

morfologie: sono stati osservati elementi sporadici con conformazione “a ragnatela” 

(Fig. 29 B1), cellule con organizzazioni citoplasmatiche più allungate ed estese (Fig. 29 

B2 e B3) e, infine, le classiche morfologie mesenchimali (Fig. 29 B4). È interessante 

notare che, nei campioni trattati con nanoplastiche la frequenza del fenotipo anomalo “a 

ragnatela” è risultata significativamente maggiore rispetto alle cellule di controllo.  

Le cellule utilizzate come controllo negativo (CTR / CTR; Fig. 29 C1-C2), ossia 

mantenute in terreno standard e in assenza di nanoplastiche, sono state seguite in coltura 

per circa 12 giorni totali, preservando la tipica morfologia fusiforme del fenotipo 

mesenchimale. 
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Fig. 29 Analisi morfologica in microscopia ottica del differenziamento adipogenico 

di FF-MSC ed effetto delle nanoplastiche. Cellule trattate con nanoplastiche 

(Adipo / NP-PS) rispettivamente a 3 (A1/A1’), 5 (A2/A2’) e 7 giorni (A3/A3’) di 

differenziamento. Cellule differenziate in assenza di nanoplastiche (Adipo / CTR) a 

3 (B1), 4 (B2), 5 (B3) e 7 giorni (B4) di differenziamento. Controllo negativo (CTR / 

CTR) analizzato al giorno 3 (C1) e 7 (C2) di coltura. Barra: 10 µm. Ingrandimento 

20X. 
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Colorazione citochimica LipidTOX: analisi qualitativa della formazione di gocce 

lipidiche 

Per approfondire le osservazioni condotte al microscopio ottico e definire l’effettiva 

organizzazione delle gocce lipidiche, le cellule sono state analizzate al microscopio 

confocale a seguito della colorazione con HCS LipidTOX. 

In particolare, nell’analisi condotta sulle cellule coltivate in presenza di nanoplastiche 

(Adipo / PS-NP; Fig. 30 A), le gocce lipidiche sono apparse di dimensioni ridotte e 

localizzate soltanto in una frazione cellulare ristretta (pari al 10%). Al contrario, nelle 

cellule differenziate di controllo non esposte a nanoplastiche (Adipo / CTR; Fig. 30 B) 

si osservano molte più gocce lipidiche e di dimensioni maggiori. Infine, nei campioni 

mantenuti in terreno standard (CTR / CTR; Fig. 30 C), l’analisi ha confermato la 

complessiva assenza di gocce lipidiche. 
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Fig, 30 immagini al microscopio confocale Olympus Fluoview della colorazione 

citochimica HCS LipidTOX in FF-MSC. A: cellule in differenziamento 

adipogenico in coltura con nanoplastiche; B: cellule differenziate in assenza di 

nanoplastiche; C: cellule di controllo cresciute in terreno standard. Barra: 10 µm. 

Ingrandimento 20X. 

 

Analisi del differenziamento adipogenico in BM-MSC in coltura con nanoplastiche 

La capacità di differenziamento adipogenico è stato analizzato anche in BM-MSC 

seguendo il protocollo utilizzato per le FF-MSC. I risultati mostrano che le cellule 

esposte a nanoplastiche (Adipo / NP-PS) hanno iniziato a differenziarsi già dopo tre 

giorni dall’inizio del differenziamento (Fig. 31 A1-A3’). In queste cellule è stata 

osservata la comparsa delle caratteristiche goccioline lipidiche di forma tondeggiante, il 

cui volume e densità sono progressivamente aumentati nel tempo sino al settimo giorno 

di coltura (Fig. 31 A3/A3’). Nonostante l'induzione del differenziamento, una parte 

delle cellule ha conservato, per tutta la durata dell'esperimento, la tipica morfologia 

allungata e fusiforme propria delle cellule staminali mesenchimali in stato 

indifferenziato. Al contrario, le cellule differenziate in assenza di nanoplastiche (Adipo / 

CTR; Fig. 31 B1-B4) hanno mostrato un grado di differenziamento adipogenico 

visibilmente più marcato e omogeneo, caratterizzato da un più cospicuo accumulo di 

vacuoli lipidici citoplasmatici (Fig. 31 B4) rispetto alla condizione descritta sopra. 

Infine, le cellule utilizzate come controllo negativo (CTR / CTR) hanno mantenuto la 

stabilità del fenotipo mesenchimale non differenziato sia al giorno 3 (Fig. 31 C1) che al 

giorno 7 (Fig. 31 C2) di coltura. 
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Fig. 31 Analisi morfologica in microscopia ottica (Nikon, Eclipse TS2) del 

differenziamento adipogenico di BM-MSC ed effetto delle nanoplastiche. Cellule 

trattate con nanoplastiche (Adipo / NP-PS) rispettivamente a 3 (A1/A1’), 5 

(A2/A2’) e 7 giorni (A3/A3’) di differenziamento. Cellule differenziate in assenza di 

nanoplastiche (Adipo / CTR) a 3 (B1), 4 (B2), 5 (B3) e 7 giorni (B4) di 

differenziamento. Controllo negativo (CTR / CTR) analizzato al giorno 3 (C1) e 7 

(C2) di coltura. Barra: 10 µm. Ingrandimento 20X. 
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Colorazione citochimica LipidTOX: analisi qualitativa della formazione di gocce 

lipidiche 

L'analisi mediante microscopia confocale, eseguita dopo marcatura con LipidTOX, ha 

evidenziato che l'esposizione alle nanoplastiche è associata a una riduzione 

dell'efficienza del differenziamento adipogenico. Nelle cellule coltivate in presenza di 

nanoplastiche (Adipo / PS-NP; Fig. 32 A), le gocce lipidiche risultano infatti presenti 

solo in una quota limitata della popolazione cellulare (pari al 12%). Tuttavia, in alcune 

cellule si osservano gocce lipidiche di diametro maggiore, suggerendo l'avvio di un 

processo di maturazione adipogenica. Al contrario, nelle cellule differenziate in assenza 

di nanoplastiche (Adipo / CTR; Fig. 32 B), l'accumulo di gocce lipidiche è più esteso e 

omogeneo, con vacuoli lipidici di dimensioni maggiori, indicativi di un 

differenziamento adipogenico più avanzato. Come atteso, nei campioni di controllo non 

sottoposti a differenziamento (CTR / CTR; Fig. 32 C) non è stato rilevato alcun segnale 

positivo per LipidTOX, confermando l'assenza di accumulo lipidico e la specificità della 

marcatura. 
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Fig, 32 Immagini al microscopio confocale Olympus Fluoview della colorazione 

citochimica HCS LipidTOX in BM-MSC. A: cellule in differenziamento 

adipogenico in coltura con nanoplastiche. B: cellule differenziate in assenza di 

nanoplastiche. C: cellule di controllo cresciute in terreno standard. Barra: 10 µm. 

Ingrandimento 20X. 

 

Analisi comparativa del differenziamento adipogenico di FF-MSC e BM-MSC in 

coltura con nanoplastiche e in condizioni di controllo 

A livello morfologico, le FF-MSC sottoposte a differenziamento hanno mostrato 

un’elevata eterogeneità fenotipica durante l’intero periodo di coltura (Fig. 33 A e C). 

All’interno di questa popolazione è stato infatti possibile distinguere diverse 

sottopopolazioni cellulari, comprendenti cellule con una forma simil-epiteliale, altre con 

una forma peculiare simile ad una “ragnatela”, estesa e ramificata, quest’ultima 

individuabile specificamente nelle cellule esposte a nanoplastiche (Fig. 33 A). Al 
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contrario, le BM-MSC si sono differenziate in modo più lineare mostrando una 

progressiva acquisizione della tipica morfologia sferica tipica delle cellule adipose (Fig. 

33 B e D).  

L’osservazione macroscopica in campo chiaro non ha permesso di discriminare in modo 

netto la formazione di gocce lipidiche nelle FF-MSC differenziate (Fig. 33 A e C), 

diversamente da quanto osservato nelle BM-MSC, nelle quali gli accumuli lipidici 

risultano facilmente individuabili, soprattutto nel controllo (Fig. 33 D). Inoltre, in 

entrambe le popolazioni cellulari, l'esposizione alle nanoplastiche appare associata a un 

rallentamento del processo differenziativo, come suggerito dal minor numero di cellule 

che acquisiscono il fenotipo adipogenico rispetto ai rispettivi controlli. In entrambi i 

casi il processo differenziativo sembra essere rallentato nelle cellule in coltura con 

nanoplastiche, dove sono individuabili un minor numero di cellule differenziate (Fig. 33 

A e B). 
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Fig. 33 Immagini comparative al microscopio ottico (Nikon, Eclipse TS2) del 

differenziamento adipogenico di FF-MSC e BM-MSC in coltura con nanoplastiche 

(A e B) e in condizioni di controllo (C e D). Barra: 10 µm. Ingrandimento 20X. 

 

L’analisi al microscopio confocale permette di apprezzare in modo evidente un profilo 

di differenziamento divergente: sia nelle cellule esposte a nanoplastiche sia nei controlli, 

le FF-MSC mostrano la formazione di gocce lipidiche di dimensioni nettamente 

inferiori (Fig. 34 A e C) rispetto a quelle riscontrate nelle BM-MSC (Fig. 34 B e D). 
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Fig. 34 Immagini comparative al confocale dell’analisi LipidTOX di FF-MSC e 

BM-MSC in coltura con nanoplastiche (A e B) e in condizioni di controllo (C e D). 

Barra: 10 µm. Ingrandimento 60X. 
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DISCUSSIONE 

 

La prima fase di questo lavoro di tesi sperimentale si è focalizzata sulla valutazione di 

eventuali alterazioni morfologiche indotte dalle micro- e nanoplastiche addizionate al 

terreno di coltura di cellule staminali mesenchimali, isolate da fluido follicolare e da 

midollo osseo.  

La concentrazione di micro- e nanoplastiche di polistirene impiegata nel presente studio 

(100 μg/ml) è stata selezionata in accordo con la letteratura scientifica, che identifica 

tale dosaggio come ottimale per valutare gli effetti tossicologici su modelli cellulari in 

vitro [70]. L’osservazione preliminare in microscopia ottica (Fig. 15, Fig. 17 e Fig. 20) 

ha mostrato, soprattutto nelle FF-MSC coltivate in presenza di micro- e nanoplastiche, 

la presenza di un citoplasma molto granulare. 

Al fine di caratterizzare in modo più specifico la presenza e la localizzazione delle 

plastiche, è stata condotta un’analisi in microscopia confocale sfruttando la fluorescenza 

intrinseca delle plastiche di polistirene. Le immagini hanno confermato l'accumulo delle 

microplastiche a livello della superficie cellulare (Fig. 16), dove appaiono sotto forma 

di corpi puntiformi discreti e agglomerati di grosse dimensioni. Al contrario, le 

nanoplastiche in FF-MSC e BM-MSC (Fig. 18 e Fig. 21), più difficili da osservare per 

via della loro dimensione, sono state riscontrate a livello citoplasmatico sebbene 

presenti in agglomerati caratterizzate da forme non sempre sferiche. 

L’assunzione di questi profili geometricamente irregolari da parte di plastiche 

originariamente sferiche rappresenta un riscontro inedito di cui non si dispone ancora di 

una chiara spiegazione scientifica. Tuttavia, questa tendenza a formare aggregati può 

essere spiegata dalla teoria di Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO), secondo 

cui la stabilità colloidale delle particelle è regolata dall’equilibrio tra le forze attrattive e 

forze repulsive. All’interno del terreno di coltura cellulare, la forza ionica generata dalla 

presenza di sali disciolti agisce neutralizzando le cariche elettriche negative presenti 

sulla superficie delle plastiche di polistirene, annullando le forze repulsive. Per cui, 

venendo meno lo scudo elettrostatico, le forze attrattive di Van der Waals e l’effetto 

idrofobico intrinseco del polistirene modificano l’equilibrio e promuovono 
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l’aggregazione istantanea e irreversibile delle plastiche sferiche, bloccandole in 

posizioni rigide e spigolose [71] (Fig. 35). 

 

 

Fig. 35 Immagine che raffigura il potenziale meccanismo di aggregazione delle 

plastiche di polistirene a seguito di uno squilibrio tra forze attrattive e repulsive. 

Immagine adattata da Hwang et al. [71]. 

 

L’analisi della cinetica di internalizzazione delle nanoplastiche in cellule staminali 

mesenchimali (Fig. 19) ha permesso di individuare una prima fase di latenza, e una 

successiva fase tardiva di internalizzazione attiva. 

Nello specifico, a 5 e 10 ore dall’addizione di nanoplastiche al terreno di coltura (Fig. 

19 A e B), si riscontra un’elevata visibilità della fluorescenza intrinseca delle 

nanoplastiche, distribuite sulla superficie citoplasmatica.  

A partire dalle 24 ore (Fig. 19 C) si osserva una progressiva e significativa riduzione 

della visibilità complessiva del segnale fluorescente che tende a scomparire alle 48 ore 

(Fig. 19 D). Questi dati suggeriscono un’effettiva internalizzazione dalla superficie 

cellulare verso i compartimenti intracellulari. La ridotta visibilità delle nanoplastiche 

nelle ore successive alle prime 10 ore è parzialmente riconducibile ad una perdita di 

segnale fluorescente, tipico del photobleaching. Infine, le alterazioni della struttura 

cito/nucleare, riscontrate soprattutto nelle fasi tardive dell’esposizione, suggeriscono 

che la presenza di nanoplastiche causi una graduale ridistribuzione interna e una 

progressiva compromissione dell’architettura cellulare. 
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Per valutare il possibile coinvolgimento della clatrina nell'internalizzazione delle 

particelle di polistirene (Fig. 24), è stata eseguita un'analisi di immunofluorescenza 

nelle cellule staminali mesenchimali esposte a micro- e nanoplastiche. In tutte le 

condizioni sperimentali il segnale della clatrina è risultato essere presente in una regione 

ben definita del citoplasma. Sulla base di questa localizzazione, è stata inizialmente 

ipotizzata un'associazione con il reticolo endoplasmatico o con l'apparato di Golgi. Per 

identificare con maggiore precisione il compartimento intracellulare corrispondente, è 

stata valutata la potenziale co-localizzazione della clatrina con la calnexina, una 

proteina di membrana utilizzata come marcatore del reticolo endoplasmatico. L’analisi 

ha evidenziato pattern di distribuzione chiaramente distinti tra i due segnali fluorescenti: 

la clatrina risulta confinata ad una regione circoscritta e unilaterale rispetto al nucleo, 

mentre la calnexina si è distribuita in modo diffuso e reticolare attorno al perimetro 

nucleare (Fig. 25). L'assenza di una sovrapposizione apprezzabile tra i due segnali 

esclude una significativa co-localizzazione tra clatrina e calnexina, suggerendo che il 

compartimento in cui si concentra la clatrina non corrisponda al reticolo 

endoplasmatico. Tale osservazione ha indirizzato le successive indagini verso altri 

compartimenti coinvolti nel traffico vescicolare, in particolare l'apparato di Golgi. 

Successivamente, è stata verificata la localizzazione dell’apparato del Golgi tramite 

l’impiego del suo specifico marcatore CellLight; il segnale fluorescente è risultato 

piuttosto debole, visibilmente presente solo in una ridotta frazione cellulare (Fig. 26 A). 

Questo risultato può essere attribuito ad un’intrinseca asincronia replicativa delle cellule 

in coltura; infatti, l’apparato del Golgi è un organello estremamente dinamico, che 

subisce diversi rimodellamenti strutturali: solo le cellule che si trovano in una precisa 

fase metabolica e presentano una struttura del Golgi completamente sviluppata e 

compatta mostrano una marcata positività per il suo marcatore. Mediante 

immunofluorescenza è stata valutata la distribuzione della clatrina in cellule staminali 

mesenchimali in assenza di nanoplastiche di polistirene e la sua interazione con il 

marcatore CellLight; la clatrina anche in condizioni basali, ossia senza l’aggiunta di 

plastiche, è visualizzabile in una zona specifica riconducibile al Golgi, come la co-

localizzazione con CellLight mostra (Fig. 26 C). La marcata localizzazione della 

clatrina a livello del Golgi suggerisce che la proteina sia attivamente coinvolta nel 

traffico intracellulare post-endocitico. Si può pertanto ipotizzare che l’internalizzazione 
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avvenga tramite endocitosi clatrina-mediata, sebbene la rapidità intrinseca di questo 

processo cinetico non abbia permesso di apprezzare l’evento di transito attraverso la 

membrana plasmatica. È infatti noto che l’intero ciclo endocitico, il quale comprende le 

fasi di nucleazione, curvatura della membrana, formazione della vescicola, scissione e 

infine decapsidazione, è estremamente rapido [73].  A questo proposito, è possibile 

supporre un meccanismo di shuttling funzionale dipendente dallo stimolo: la clatrina, 

dopo aver guidato l’endocitosi delle nanoplastiche, subirebbe una traslocazione 

retrograda verso il compartimento peri-nucleare insieme al proprio carico. Una volta 

raggiunto l’apparato del Golgi, la proteina cambierebbe la propria funzione biologica, 

intervenendo nello smistamento di componenti molecolari e recettoriali disregolati 

dall’esposizione alle nanoplastiche, reindirizzandoli verso i compartimenti target, quali i 

lisosomi per la degradazione o gli endosomi e la membrana plasmatica per il riciclo 

cellulare. Questa interpretazione, sebbene preliminare, pone le basi per ulteriori indagini 

sperimentali, quali studi di live-cell imaging in time-lapse, necessari per confermare 

l’effettivo processo di internalizzazione clatrina-mediata. 

L’accumulo basale di clatrina a livello del Golgi può essere spiegato dalla sua specifica 

funzione biologica all'interno di questo compartimento. È infatti noto in letteratura [74] 

che, a seguito della frammentazione dell’apparato del Golgi che si verifica 

fisiologicamente durante la mitosi, l'organello disassemblato si organizza in un insieme 

di vescicole distribuite casualmente nel citoplasma. Durante le successive fasi di 

riassemblaggio, la clatrina si posiziona sui bordi esterni delle cisterne in via di 

formazione e qui svolge un ruolo cruciale: si occupa del modellamento dei margini 

dell’organello e rimuove, tramite gemmazione, le molecole di carico smistate in modo 

errato [75] (Fig. 36). 
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Fig. 36 Immagine che raffigura il modello sperimentale per la riformazione del 

Golgi. In A è stato utilizzato 1-BtOH per mimare la frammentazione dell’apparato 

del Golgi. In B sono mostrate le proteine che regolano lo smistamento differenziale 

delle componenti del Golgi, come CLTC, TGN e il complesso SNARE. In C è 

mostrato il meccanismo di rimodellamento e riassemblaggio delle cisterne. 

Immagine adattata da Radulescu et al. [75]. 

 

La valutazione della produzione di ROS (Fig. 27) e la correlata analisi dell’attività 

apoptotica individuata da Annexin V (Fig. 28) ha dato esito negativo. Tale risultato è 

stato riscontrato sia nelle FF-MSC sia nelle BM-MSC, senza significative differenze tra 

i campioni trattati ed i rispettivi controlli, sebbene le cellule apparissero decisamente 

sofferenti, in particolar modo quelle isolate da fluido follicolare. 

Una possibile spiegazione a questa contraddittorietà tra esiti negativi ROS e Annexin V 

e l’evidente sofferenza cellulare può derivare dalle caratteristiche intrinseche delle 

nanoplastiche di polistirene: in letteratura è riportato che in cellule della granulosa esse 

inducono tossicità ovarica mediante il rimodellamento fisico del citoscheletro, in 

particolare della F-actina, distruggendo le membrane lisosomiali [72]. Tale fenomeno 

prende il nome di apoptosi indotta da stress meccanico, ossia da un’alterazione di tipo 

fisico e non chimico causata dall’ingombro dalle plastiche. 
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Per cui le nanoplastiche sono in grado di attivare i pathway apoptotici senza la necessità 

di produrre radicali liberi, convalidando la negatività riscontrata con la sonda ROS e 

Annexin V [74]. 

Il differenziamento adipogenico delle FF-MSC ha evidenziato un esito sperimentale 

particolarmente interessante dal punto di vista morfologico. L'osservazione al 

microscopio ottico ha infatti mostrato, già nelle fasi iniziali del processo differenziativo, 

la coesistenza di popolazioni cellulari eterogenee, comprendenti cellule fusiformi con 

morfologia mesenchimale, cellule tondeggianti con citoplasma ridotto e aspetto simil-

epiteliale e, infine, una popolazione caratterizzata da una morfologia peculiare, 

costituita da un corpo cellulare centrale tondeggiante da cui si dipartono numerosi 

prolungamenti sottili e ramificati, conferendo alla cellula un caratteristico aspetto "a 

ragnatela" (Fig. 29). Questo fenotipo, apparentemente non descritto in precedenza, è 

risultato significativamente più frequente nelle colture differenziate in presenza di 

nanoplastiche rispetto ai controlli sottoposti al solo differenziamento adipogenico. 

Diversamente, il differenziamento adipogenico delle BM-MSC ha mostrato un profilo 

morfologico più canonico, caratterizzato dalla progressiva formazione di gocce lipidiche 

intracellulari (Fig. 31). Nei campioni di controllo, le gocce lipidiche hanno mostrato un 

graduale aumento delle dimensioni nel corso della differenziazione, mentre 

l'esposizione alle nanoplastiche ha determinato una riduzione sia del numero sia delle 

dimensioni delle gocce lipidiche, suggerendo una possibile interferenza delle 

nanoplastiche di polistirene con il normale processo di differenziamento adipogenico. 

Le differenze osservate tra le due popolazioni cellulari potrebbero riflettere le peculiari 

caratteristiche biologiche delle FF-MSC. È plausibile, infatti, che la progressiva 

internalizzazione delle nanoplastiche e la loro interazione con i segnali biochimici 

presenti nel terreno di differenziamento adipogenico favoriscano una riorganizzazione 

del citoscheletro, responsabile dell'insorgenza del caratteristico fenotipo "a ragnatela" e 

di una modulazione della risposta differenziativa. Tuttavia, tale ipotesi richiede ulteriori 

approfondimenti sperimentali e analisi molecolari per chiarire i meccanismi biochimici 

coinvolti. 
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L'analisi mediante microscopia confocale, effettuata dopo colorazione con HCS 

LipidTOX, ha confermato quanto osservato all'analisi morfologica. Sia nelle FF-MSC 

(Fig. 30) sia nelle BM-MSC (Fig. 32) esposte alle nanoplastiche, le gocce lipidiche 

sono risultate significativamente inferiori per numero e dimensioni rispetto ai rispettivi 

controlli differenziati. Questi risultati supportano l'ipotesi che le nanoplastiche di 

polistirene interferiscano con il fisiologico processo di adipogenesi, compromettendo 

l'accumulo intracellulare di lipidi. 

Un possibile meccanismo alla base di questo fenomeno potrebbe essere correlato alle 

proprietà elettrochimiche delle nanoplastiche utilizzate. Le PS-NP carbossilate (PS-NP-

COOH) presentano infatti una carica superficiale netta negativa; poiché anche la 

superficie delle gocce lipidiche è caratterizzata da una carica negativa, la repulsione 

elettrostatica tra le due strutture potrebbe favorire l'accumulo delle nanoplastiche nel 

citosol in prossimità delle gocce lipidiche. Tale accumulo potrebbe esercitare un effetto 

di barriera sterica, ostacolando l'accesso ai trasportatori e ai recettori di membrana 

coinvolti nell'uptake degli acidi grassi liberi e riducendo, di conseguenza, la sintesi dei 

trigliceridi e la fisiologica formazione delle gocce lipidiche durante il differenziamento 

adipogenico [76]. 

Per concludere, tutte le analisi condotte hanno evidenziato come le FF-MSC 

costituiscano una popolazione cellulare peculiare e altamente eterogenea. Le loro 

capacità proliferative, di espansione in coltura e di differenziamento risultano infatti 

influenzate da molteplici fattori, tra cui le modalità di isolamento dopo il prelievo 

ovocitario, la composizione del fluido follicolare e, più in generale, le caratteristiche 

cliniche e lo stato di salute della paziente da cui derivano. Tale eterogeneità rappresenta 

un elemento da considerare nell'interpretazione dei risultati e sottolinea la necessità di 

ulteriori studi volti a identificare i principali fattori biologici responsabili della 

variabilità osservata. Nonostante ciò, il fluido follicolare rappresenta un materiale di 

scarto biologico ideale come fonte alternativa per l’isolamento di MSC, il cui impiego 

risulta tuttavia circoscritto se confrontato con il gold standard rappresentato dal midollo 

osseo. 
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CONCLUSIONE 

 

Il presente lavoro di tesi ha approfondito gli effetti biologici delle micro- e 

nanoplastiche di polistirene su due popolazioni di cellule staminali mesenchimali, 

isolate rispettivamente da fluido follicolare e da midollo osseo, con l'obiettivo di 

valutarne l'interazione con le cellule, il potenziale citotossico e l'influenza sui processi 

di differenziamento adipogenico. 

I risultati ottenuti hanno evidenziato che le microplastiche, a causa delle loro maggiori 

dimensioni, non vengono internalizzate dalle cellule, mentre le nanoplastiche sono in 

grado di penetrare nel compartimento intracellulare entro le prime 24–48 ore di 

esposizione. Le analisi di immunofluorescenza suggeriscono che il meccanismo di 

internalizzazione possa essere mediato dalla clatrina, sebbene tale ipotesi richieda 

ulteriori conferme sperimentali. La localizzazione della clatrina in prossimità 

dell'apparato di Golgi apre inoltre interessanti prospettive sul possibile coinvolgimento 

di questa proteina non solo nei processi endocitici, ma anche nelle successive fasi del 

traffico vescicolare intracellulare, potenzialmente alterate dall'esposizione alle 

nanoplastiche. 

La valutazione dei principali meccanismi di citotossicità, mediante analisi della 

produzione ROS e saggio di apoptosi con Annexin V, non ha evidenziato differenze 

significative rispetto ai controlli. Questi risultati indicano che, nelle condizioni 

sperimentali adottate, le nanoplastiche di polistirene non inducono un marcato stress 

ossidativo né l'attivazione precoce dei principali pathway apoptotici. Tuttavia, tali 

evidenze non escludono la presenza di alterazioni più sottili a livello molecolare, 

metabolico o funzionale, che richiederanno ulteriori approfondimenti. 

L'analisi del differenziamento adipogenico ha invece evidenziato effetti biologici più 

marcati. Nelle FF-MSC è stata osservata la comparsa di un peculiare fenotipo 

morfologico "a ragnatela", risultato significativamente più frequente nelle cellule 

esposte alle nanoplastiche rispetto ai controlli. Parallelamente, sia nelle FF-MSC sia 

nelle BM-MSC, la presenza delle nanoplastiche è risultata associata a una riduzione 

qualitativa del numero e delle dimensioni delle gocce lipidiche, suggerendo una 

possibile interferenza con il normale processo di adipogenesi. Nel complesso, i dati 
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ottenuti indicano che le FF-MSC mostrano una maggiore suscettibilità agli effetti delle 

nanoplastiche rispetto alle BM-MSC, probabilmente in relazione alle loro peculiari 

caratteristiche biologiche e funzionali. 

Nel loro insieme, i risultati di questo studio contribuiscono ad ampliare le conoscenze 

sugli effetti delle nanoplastiche di polistirene sulle cellule staminali mesenchimali e 

pongono le basi per ulteriori studi volti a chiarire i meccanismi molecolari coinvolti 

nella risposta cellulare a questi contaminanti emergenti. 

Le prospettive future della ricerca saranno orientate all'approfondimento dei 

meccanismi molecolari alla base delle alterazioni osservate, mediante l'analisi 

dell'espressione di geni e proteine coinvolti nei processi di differenziamento, 

infiammazione e rimodellamento cellulare, al fine di identificare eventuali pathway 

biologici disregolati dall'esposizione alle nanoplastiche. Inoltre, sfruttando il potenziale 

differenziativo delle FF-MSC e delle BM-MSC, saranno valutati anche i processi di 

differenziamento osteogenico e condrogenico, per verificare se gli effetti osservati 

sull'adipogenesi siano estendibili anche ad altre linee differenziative e per comprendere 

più approfonditamente l'impatto delle nanoplastiche sul destino cellulare delle cellule 

staminali mesenchimali. 
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