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Note di presentazione
In seguito all’esposizione ad una noxa patogena le cellule pulpare iniziano a produrre dentina terziaria per aumentare la distanza dalla sede del danno. Nel caso di un danno di lieve entità, gli odontoblasti, sopravvissuti, depongono la dentina, che in questo caso è deta di reazione. Al contrario, se il danno determina la morte degli odontoblasti, nuove cellule dal tessuto pulpare si differenziano in cellule simil-odontoblastiche producendo una dentina detta di riparazione.
Nella tecnica <<step-wise>> si aspetta la produzione di dentina riparazione non infetta per completare l’asportazione di quella cariata senza l’esposizone pulpare. Entrambi gli approcci sono stati severamente criticati, in quanto lasciando dentina cariata al di sotto della polpa, l’odontoiatra non può valutare la profondità della lesione cariosa  e lo stato della polpa. D’altra parte lasciare dentina cariata al di sotto di un restauro è sicuramente un prerequisito sfavorevole per il mantenimento della vitalità pulpare. Sebbene alcuni studi clinici abbiano riportato una percentiale di successo con la variante step-wise anche superiore del 90%, probabilmente in questi studi i casi era selezionati e quindi in molti di questi non c’era stata ancora l’invasione della polpa da parte dei batteri. Pertanto è una procedura clinica che necessita ancora di essere validata. La nostra scuola è sostanzialmente contro l’incappucciamento indiretto, in quento riteniamo che come procedura clinica non sia minimamente predicibile. 
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Paradigma dell’ingegneria dei tessuti
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Ingegneria dei tessuti: cellule staminali adulte
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Relatore
Note di presentazione
Today, the practical use of dental stem cells might still be
problematic, as the availability of dental stem cells is
restricted to specific points in time. Whereas bone marrowderived
mesenchymal stem cells are accessible for treatments
at nearly all times, dental stem cells can be isolated
only under specific circumstances. DFPCs or SCAPs are
available only from patients during wisdom tooth eruption,
usually between 15 and 28 years of age. Unfortunately,
during adolescence, the necessity of sophisticated treatments
is a rather rare event. Special storage facilities for
stem cells could provide a solution to the problem and
make these cells available whenever there is a need for
dental treatment. Stem cells from dental pulp or PDL could
be harvested from exfoliated deciduous teeth, from
extracted wisdom teeth or from teeth extracted during
orthodontic treatment. However, the quality of these cells
regarding their proliferation rates or differentiation potential
may be lower than for dental papilla or dental folliclederived
cells



Uno scaffold combina diverse proprietà strutturali e funzionali

1m 10-4m

Ingegneria dei tessuti: scaffold



Jernvall, J. AND Thesleff, I. (2000). Reiterative signalling and patterning in mammalian tooth morphogenesis. Mech. Dev. 92, 19-29.
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Materiali
(Polimeri sintetici e 
naturali, ceramiche)

Cellule
(cellule staminali,  cellule 

stromali del midollo, 
osteblasti, condrociti e 

ffibroblasti)

Molecole segnale
(Segnali solubili ed insolubili)

Bioattivazione
(Modificazioni chimiche,
Attività di superficie,
rilascio controllato)

Requisiti biologici
(Adesione, proliferazione e
differenziazione cellulare)

Proprietà strutturali
(porosità, dimensione dei pori,
proprietà meccaniche)

Guarino et. al. – Exp Rev Med Dev (2007)  
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MATERIALI COMPOSITI IBRIDI

Il poly-ε-caprolattone è conosciuto per la 
la sua biodegradabilità, biocompatibilità e

proprietà meccaniche adeguate

Le ceramiche di idrossiapatite sono 
conosciute per la loro biocompatibilità,

ma le loro proprietà meccaniche limitano
le loro applicazioni cliniche

Composito organico/inorganico

Fibre 

striate 

di collagene

Cristalli minerali incorporati



Physically blending of a commercial
HA with the polymer

 non-homogeneity distribution of
ceramic phase in the polymeric
matrix;
 may reduce the potential
bioactivity of the composite.

A. La Gatta et al /  Macromol. Biosci. 5 (2005)

MODI 

DIFFERENTI

PREPARAZIONE DEI MATERIALI COMPOSITI IBRIDI

Metodo SOL-GEL

 Bassa temperatura di sintesi;

 Alta purezza del prodotto;

 Composizione omogenea;

 Microstruttura di grani fini contenente un misto di

cristalli di varia grandezza;

 Sintesi di compositi ibridi organici/inorganici.



SINTESI CHIMICA tramite la tecnica Sol-gel

3: P2O5/C2H5OH
NH4OH pH>10 

(20min)

PCL/CHCl3(80/20wt/wt)
Mw 65kDa 

stirring 2hrs at 50°C

10: Ca(NO3)2·4H2O/
C2H5OH

stirring at 25°C

HA SOLUTION

mixing 2hrs pH>10

30min

PCL/HA
Stirring at  37°C

PCL/HA GEL

Gelification
3 days

Aging
2 days

Step 1

MODI 

DIFFERENTI



CARATTERIZZAZIONE DEI COMPOSITI HA/PCL

Elem Wt% At%

C K 29.10 37.92

O K 58.24 56.79
P  K 4.18 1.98

Ca K 8.49 3.30

Ca/P 1.66

Le particelle di HA (P) sono
uniformemente distribuite 
nella matrice polimerica (C).

Rapporto Ca/P tipico dell’idrossiapatite
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H2O

T = 25°C

Porogen agent:
NaCl 212-300µm

Teflon mould

Gel system

T= 40°C

HA/PCL composite gel

FABBRICAZIONE DEGLI SCAFFOLD 3D DI HA/PCL

Inversione di fase/
salt leaching

Step 2

Relatore
Note di presentazione
The preparation of scaffold was performed by the combination of salt leaching with phase inversion technique that allows the creation of multiporous structure characterized by different pore sizes. For the preparation  of the scaffold, when the composite material becomes gel, sodium chloride crystals were homogeneously mixed to the system with a weight ratio of about 9/1. Therefore, the mixture was poured into a teflon mould and after was dipped in bi-distilled water for 7 days to remove sodium chloride.






Scaffold con uniforme 
distribuzione dei pori e 
buona interconnessione
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Piccoli grappoli di particelle di nano-
Idrossiapatite a margine dei pori:

effetto idrofilico20nm

MORFOLOGIA 3D DEGLI SCAFFOLD HA/PCLStep 2
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Blood plasma       SBF          1.5 SBF

Na+

K+

Mg2+

Ca2+

Cl-

HCO3
-

HPO4
2-

SO4
2-

142.0              142.0 213.0

5.0                  5.0 7.5

1.5                  1.5 2.25

2.5                  2.5 3.75

103.0             147.8            221.7

27.0                4.2               6.3

1.0                 1.0 1.5

0.5                 0.5 0.75

Precipitazione dell’apatite
sulla superficie del materiale

Incubazione in 1xSBF
pH=7 per 7 giorni a 37°C

Incubazione in 1.5xSBF
pH=7 per 14 giorni a 37°C

Crescita dei nuclei di apatite
sulla superficie del materiale

SBF 1.5SBF

VALUTAZIONE DELLA BIOATTIVITA’

Na+

Nucleazione dell’apatite Crescita dell’apatite

Apatite layer

PO4
2-

OH-

Ca2+

Ca2+

PO4
2- OH-Ca2+

K+

SO4
-

HCO3
-

Na+K+SO4
-

HCO3
-

Step 3



La presenza di nanoparticelle di HA 

uniformemente disperse nella matrice

polimerica consente un miglioramento

Della bioattività del composito

BIOATTIVITA’ DEGLI SCAFFOLD DI HA/PCLStep 3
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Alamar blue Saggio MTT 

CITOTOSSICITA’

Il materiale non ha effetti negativi sulla vitalità cellulare
dei fibroblasti di topo Balb/c 3T3.

Step 4



PROLIFERAZIONE CELLULARE

La proliferazione cellulare aumenta durante il tempo di coltura
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ANALISI MORFOLOGICA 
(15 giorni)
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Relatore
Note di presentazione
The cells spread well with an intimate contact with the scaffold surface. The cells migrated through the pores into nearly every corner of the scaffold and were able to adhere onto the wall of the pores and to proliferate. 




ATTIVITA’ DELL’ALP 

I valori dell’ALP aumentano in maniera significativa fino al 21° giorno 
di  crescita delle hMSC  sullo scaffold e raggiungono un plateau tra

Il 21° e il 28° giorno.

* p<0.05
** p<0.01
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Step 4 ANALISI MORFOLOGICA 
(35 giorni)

MSC DPSC





Warnke PH et al., Lancet 2004

Four weeks later

Three weeks after implantation 
inside latissimus muscle



Warnke PH et al., Lancet 2004

Seven weeks later...
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Scaffold in Policaprolattone (PCL)

Ingegneria dei tessuti: segnali





SEM

Adesione e spreading cellulare sullo scaffold in PCL

Ingegneria dei tessuti: scaffold



PCL+MSC day 7th PCL+MSC day 11th

in mezzo osteogenico

Adesione delle cellule sullo scaffold

Ingegneria dei tessuti: scaffold
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